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1. Introduzione

1.1 Integratori alimentari

Per svolgere le proprie funzioni giornaliere il corpo umano deve introdurre tramite il
cibo tutti i macro e micronutrienti indispensabili per la sua sopravvivenza e per il
corretto funzionamento dell’'organismo.

In base alla dieta di ogni individuo vengono introdotte diverse molecole, le quali
saranno assorbite lungo il percorso che parte dalla bocca e prosegue dall’esofago fino
all’'apparato gastro intestinale.

In alcuni casi pero non e possibile introdurre tutte le molecole fondamentali. Cid puo
dipendere anche dal luogo in cui si vive. Ad esempio nei paesi in via di sviluppo e
difficile riuscire ad avere a disposizione tutte le tipologie di nutrienti di cui si ha bisogno,
oppure nei paesi sviluppati le persone prediligono mangiare in maggiori quantita cibi
piu grassi e anche fritti riducendo il consumo di frutta e verdura.

Tutto questo pud provocare nell’organismo uno squilibrio dovuto alla mancanza di
alcune molecole fondamentali, con un suo conseguente indebolimento ed aumento
della vulnerabilita a vari agenti esterni.

Il concetto stesso di alimento sta subendo una profonda trasformazione: dal
soddisfacimento di un bisogno primario siamo giunti ad un concetto di cibo come
promessa di salute intesa come prevenzione e assenza di malattia. Basti pensare che
a partire dagli anni ‘90 si € verificata una progressiva contrazione dei consumi di alcuni
comparti storici dell’alimentazione nazionale (come vino, zucchero, burro e grassi
animali) in favore di un aumento generalizzato di pesce, frutta, bevande analcoliche,
yogurt e cereali.

Oggi i consumi sono orientati in modo sempre piu attento alla qualita degli alimenti,
non solo ai loro contenuti nutrizionali ma anche alla presenza di additivi, contaminanti
e residui. Pur disponendo di linee guida per una sana e corretta educazione
alimentare, promossa dal Ministero della Salute con l'attuazione di campagne
informative e di prevenzione, oltre che con 'uso di nuovi e sempre aggiornati canali di
informazione specializzati, si continua a seguire, soprattutto nei paesi industrializzati,
un regime alimentare non sempre corretto e abitudini poco salutari. La sedentarieta,
la tendenza a nutrirsi piu del necessario, scelte alimentari affrettate imposte dal ritmo

lavorativo quotidiano, lo stress accumulato e l'inquinamento sono tutti fattori che



insieme portano ad essere esposti, piu che in passato, a patologie croniche quali
l'ipertensione, I'obesita e il diabete. Diversi altri fattori di valenza strettamente socio-
economica e tecnologica hanno determinato nei Paesi piu sviluppati un impoverimento
di fattori nutritivi essenziali nei cibi piu comuni; in particolar modo i processi di
raffinazione, i metodi di conservazione e la cottura possono compromettere |l
patrimonio nutrizionale degli alimenti. In tale contesto gli integratori alimentari hanno
trovato il substrato ideale in un’ampia fascia di popolazione, tanto che il mercato di
questi prodotti & stato contraddistinto nell’'ultimo decennio da una forte espansione.
L’articolo 1 del D. Lgs. n.169 del 2004 definisce gli integratori come “i prodotti
alimentari destinati ad integrare la comune dieta e che costituiscono una fonte
concentrata di sostanze nutritive, quali le vitamine e i minerali, o di altre sostanze
aventi un effetto nutritivo o fisiologico, in particolare ma non in via esclusiva aminoacidi,
acidi grassi essenziali, fibore ed estratti di origine vegetale sia monocomposti che
pluricomposti, in forme predosate” (Art. 1, Dgls. 21 maggio 2004 n. 169). Per forma
predosata si intende capsule, pastiglie, compresse, pillole, gomme da masticare,
polveri in bustina, liquidi in fiale, flaconi con contagocce o forme simili di liquidi e
polveri, destinati a essere assunti in piccoli quantitativi unitari.

Lo scopo degli integratori alimentari € dunque quello di rimediare a carenze di alcuni
nutrienti o di coadiuvare funzione fisiologiche andando ad aumentarne I'effetto.

Gli integratori alimentari non sono pero considerati medicinali per cui non possono
essere usati come farmaci 0 non possono curare o prevenire malattie. Essi, infatti, non
sono regolamentati come medicinali, ma vengono considerati veri e propri alimenti,
subordinati a tutta la legislazione che ne regola le varie caratteristiche e i vari aspetti.
Gli integratori alimentari possono avere la capacita di aiutare e/o facilitare lo
svolgimento di una funzione che & gia propria dell’organismo e solo in questo senso
deve essere inteso il termine “fisiologico” della definizione.

In generale, 'uso degli integratori € associato a: modulazione dei processi fisiologici
modificati nel tempo da fattori endogeni ed esogeni, mantenimento di un buono stato
di salute, miglioramento delle prestazioni fisiche e psichiche, riduzione dei fattori di
rischio di condizioni patologiche, rafforzamento del sistema immunitario.

Il mercato degli integratori alimentari € in crescita esponenziale. Lo dimostra il recente
rapporto “Consumer survey on food supplements in the EU”, che riporta i risultati di
un’indagine sui consumatori, condotta da Ipsos per conto di Food Supplements Europe

(FSE). A tale rapporto fa riferimento anche il “Manifesto di Erice” redatto nel 2022 con
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lo scopo di accrescere la consapevolezza sull’'uso sicuro degli integratori alimentari e
promuovere lo sviluppo di un sistema comune di monitoraggio europeo.

L’'obiettivo dell'indagine €& quello di fornire una migliore comprensione dei
comportamenti, degli atteggiamenti e delle pratiche dei consumatori del’UE in materia
di alimenti e integratori alimentari.

Lo studio € stato condotto tra il 17 e il 30 marzo 2022, in 14 Stati membri del’UE:
Belgio, Repubblica Ceca, Danimarca, Germania, Spagna, Francia, Italia, Cipro, Paesi
Bassi, Polonia, Romania, Slovenia, Finlandia e Svezia. In ogni Paese, la popolazione
target era costituita da adulti di eta pari o superiore ai 18 anni e la dimensione del
campione target era di 1.000 persone, ad eccezione di Cipro, dove il target era di 200
persone. In totale sono state completate 13.249 interviste nei 14 paesi.

Quasi nove intervistati su dieci (88%) hanno utilizzato un integratore alimentare in
gualche momento della loro vita. Come si puo osservare nella Fig. 1.1, la meta ha
assunto vitamina D o C (rispettivamente il 50% e il 48%), mentre il 41% ha assunto
magnesio e il 39% ha assunto un integratore multivitaminico e/o minerale. Gli
integratori piu comunemente citati sono gli omega 3 o gli oli di pesce (27%), il ferro
(27%), la vitamina B o il complesso B (25%) e il calcio (23%) (IPSOS, European Public

Affairs, Consumers survey on food supplements in the EU, 2022).

Viamin D I 50
Vitamin C I 487
Magnesium I 41%
A multivitamin and/or mineral supplement I o
Omega ¥ fish oils I 27

Iron I 27

Vitamin B or B complex I 5%

Calcium . 2

Zinc I 9%

Probiotics I 6%

Vitamin E I 1%

Viamin A I 11%

Fibre I 119

Folate and folic acid I 10%

Botanical extracts/herbal extracts I 20

Prebiotics I 5%

Selenium . e

Beta-carotene 5%

Amino acids 4%

Manganese o 3%

Enzymes o 2%

Others

Fig. 1.1 Integratori usati in assoluto.



Gli integratori alimentari vengono solitamente pensati e formulati a livello aziendale, in
base alla stagione e alla tipologia del consumatore cui potrebbero essere rivolti. In
primavera possiamo trovare prodotti destinati a incrementare il drenaggio dei liquidi
corporei e la funzionalita delle vie urinarie. Col sopraggiungere dell’estate I'attenzione
e rivolta ai prodotti destinati al controllo del peso corporeo, mentre con l'arrivo dei mesi
autunnali e invernali ai prodotti che portano benessere alle prime vie respiratorie.

Oltre a questi tipi di integratori, ce ne sono alcuni che vengono richiesti tutto I'anno
come, ad esempio, gli integratori per il corretto funzionamento dell’intestino, volti alla
prevenzione dello sviluppo di fattori di rischio come il colesterolo, oppure per favorire

il riposo notturno.

1.1.1 Regolamentazione integratori

NellUE vige un corpus legislativo armonizzato che disciplina le vitamine e i minerali
nonché le sostanze utilizzate come loro fonti, le quali possono essere impiegate nella
produzione di integratori alimentari. Per gli ingredienti diversi dalle vitamine e dai
minerali, la Commissione europea ha stabilito altrettante norme armonizzate al fine di
proteggere i consumatori da potenziali rischi per la salute e gestisce un elenco di
sostanze note per o sospettate di avere effetti nocivi sulla salute, il cui uso & quindi
sottoposto a limitazioni.

L’EFSA (European Food Safety Authority), tra il 2005 e il 2009, ha eseguito svariate
valutazioni per regolamentare vitamine e sali minerali, in modo da stabilire i livelli di
sicurezza di assunzione di determinate molecole oltre che la loro effettiva
biodisponibilita per 'organismo. Per biodisponibilita si intende la quantita di molecola
che €& in grado di essere assorbita dallorganismo (Food-supplements,
www.efsa.europa.eu).

Nel 2018 'EFSA ha pubblicato la “Overview on Tolerable Upper Intake Levels derived
by the Scientific Committee on Food (SCF)”, ossia una Panoramica sui Livelli di
Assunzione Superiore Tollerabile (UL), secondo quanto stabilito dal Comitato
Scientifico dell’Alimentazione (SCF) e dal gruppo di esperti scientifici EFSA sui prodotti
dietetici, I'alimentazione e le allergie (NDA).

Gli UL stabiliti dal’lEFSA e dal disciolto SCF vengono usati come riferimento nella
valutazione EFSA della sicurezza di sostanze nutritive aggiunte agli integratori

alimentari, di cui si forniscono qui di seguito le due tabelle riepilogative.



Age/Life-stage group
Unit 0-1y | 13y 4-6y 7-10y  11-14y | 1517y = Adults : Pregnancy | Lactation
Boron mg/d i : 3 4 5 1 : 9 10 10 10
Calcium mg/d | No adequate data to derive a UL 2500 2500 2500
Chloride | No adequate data to derive a UL
Chromium (trivalent) | No adequate data to derive a UL
Copper mg/d | ] 1 2 3 4 4 5 Insufficient data
lodine ng/d i Fo 200 250 300 450 500 600 600 600
Iron | No adequate data to derive a UL
Magnesium™ mg/d i - Insufficient 250 250 250 250 250 250 250
i . data
Manganese | No adequate data to derive a UL
Molybdenum mg/d 01 E 0.25 0.4 0.5 0.6 0.6 0.6
Nickel | No adequate data to derive a UL
Phosphorus | No adequate data to derive a UL
Potassium | No adequate data to derive a UL
Selenium ng/d 60 90 130 200 250 300 300 300
Silicon | No adequate data to derive a UL
Sodium | No adequate data to derive a UL
Tin | No adequate data to derive a UL
Vanadium | No adequate data to derive a UL
Zinc mg/d | | 7 T 3 18 22 25 25 25
; Age/Life-stage group ; )
Unit 0-ly | 13y 4-8y 9-14y . 15-17y | Adults : Pregnancy | Lactation
Fluoride mg/d i 1.5 2.5 3 i 7 : 7 7 7
Tabella 1. Riassunto dei Tolerable Upper Intake Levels (UL) dei minerali.
) Age/Life-stage group ) ; ; _
Unit 0-6mo : 6-12mo 13y 46y | T-10y | 11-14y | 1517y | Adults : Pregnancy . Lactation
VITAMINS
Biotin No adequate data to derive a UL
B-Carotene No adequate data to derive a UL
Folic acid (synthetic) | pg/d 200 300 400 600 800 1000 1000 1000
Niacin
Nicotinamide mg/d 150 {220 ¢ 350 500 ¢ 700 900 Inadequate data
Nicotinic acid mg/d | 2 [ P4 6 i 8 10 Inadequate data
Pantothenic acid No adequate data to derive a UL
Vitamin A™ pg RE/ 800 1100 1500 2000 2600 3000™ 3000 3000
Vitamin B1 No adequate data to derive a UL
Vitamin B12 No clearly defined adverse effects
Vitamin B2 No adequate data to derive a UL
Vitamin B6 mg/d | 5 i 7 10 15 20 25 25 25
Vitamin C No adequate data to derive a UL
Yitamin D pg/d 25 35 50 50 50 100 100 100 100 100
Vitamin E mg/d 100 120 160 220 260 300 300 300
Vitamin K No adequate data to derive a UL
FATTY ACIDS
DHA, EPA, DPA No adequate data to derive a UL

Tabella 2. Riassunto dei Tolerable Upper Intake Levels (UL) delle vitamine e di alcuni acidi grassi.

Se non tutte le molecole sono state valutate, ma si vuole usarle come componente di
un integratore, il produttore deve presentare apposita domanda alla Commissione
europea. In tal caso 'EFSA sara incaricata di valutare i possibili rischi e la sicurezza
della molecola in esame e formulera un parere scientifico alla Commissione europea,
che provvedera ad aggiornare la lista delle sostanze vitaminiche o dei minerali
autorizzati ad essere inseriti negli integratori.

Nel caso descritto dall’art. 8 del regolamento (CE) 1925/2006, "... se una sostanza
diversa dalle vitamine o dai minerali ... & aggiunta agli alimenti ... in condizioni che
comporterebbero I'ingestione di quantita di questa sostanza notevolmente superiore a
in condizioni normali ...

guelle ragionevolmente prevedibili ... elo rappresenterebbe
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altrimenti un rischio potenziale per i consumatori ..." (Art. 8, Regolamento
1925/2006/CE), la Commissione europea puo richiedere al’EFSA di valutare i rischi in
cui si puo incorrere in queste condizioni e nel caso inserire la molecola nella lista di
quelle vietate, limitate o in corso di esame (Allegato Il Regolamento 1925/2006/CE).
L’allegato | della direttiva 2002/46/CE stabilisce I'elenco di vitamine e minerali che
pOSsoNno essere aggiunti per scopi nutrizionali agli integratori alimentari (ad esempio
vitamina C, calcio). L’allegato Il della stessa direttiva contiene un elenco di sostanze
che sono autorizzate come fonte delle vitamine e dei minerali elencati nell’allegato |
(ad esempio L-ascorbato di sodio come fonte di vitamina C, lattato di calcio come fonte
di calcio).

Nella produzione di integratori alimentari pud essere autorizzato I'uso di ingredienti
diversi da vitamine e minerali, ad esempio prodotti botanici, sulla base di altre
normative specifiche relative alla natura della sostanza (nuovi alimenti, sostanze per
la fortificazione degli alimenti, alimenti per gruppi specifici).

Tuttavia le sostanze che non rientrano nelle categorie suindicate si possono ancora
ritrovare negli integratori alimentari presenti sui mercati nazionali, a seconda delle
disposizioni contenute nelle specifiche legislazioni di ciascuno Stato.

All'interno di un integratore possono essere presenti anche estratti ottenuti da fonte
animale: il colostro bovino, la carnitina, la melatonina (ottenuta anche da fonte
vegetale), la colina, il coenzima Q10 (ubichinone), acidi grassi polinsaturi, lattoferrina
e molti altri ancora.

Anche gli estratti vegetali possono essere addizionati negli integratori. Attualmente sul
sito del Ministero della Salute sono menzionate piu di mille piante, essiccate oppure
sotto forma di estratti, autorizzate all’utilizzo nella composizione di integratori
alimentari, secondo le modalita definite da una specifica norma (D.M. 10 agosto 2018).
Oltre alle sostanze aggiunte per scopi nutrizionali, gli integratori possono contenere
anche additivi alimentari, vale a dire sostanze aggiunte ai prodotti per motivi tecnologici
(ad esempio agenti di rivestimento delle compresse, edulcoranti). L'elenco degli

additivi alimentari autorizzati e disponibile nel regolamento (CE) 1333/2008.


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/it/ALL/?uri=CELEX:32006R1925
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/IT/TXT/?uri=CELEX:32002L0046
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/1333/oj

1.1.2 Etichettatura integratori alimentari

La direttiva 2002/46/CE stabilisce 1 requisiti obbligatori di etichettatura per gli

integratori alimentari. Tali requisiti comprendono:

la denominazione di vendita del prodotto, cioé “integratore alimentare”;

I'effetto nutritivo o fisiologico attribuito all'integratore alimentare sulla base dei
suoi costituenti, in modo da orientare le scelte del consumatore;

il nome delle categorie di sostanze nutritive o altre sostanze che caratterizzano
il prodotto, o un’indicazione relativa alla natura di tali componenti;

la dose di prodotto consigliata per il consumo quotidiano;

le quantita delle sostanze nutritive o delle altre sostanze aventi effetto fisiologico
o nutritivo riportate in forma numerica e riferite alla dose giornaliera di prodotto
raccomandata dal produttore;

un’avvertenza a non eccedere le dosi giornaliere raccomandate;

I'indicazione che gli integratori alimentari non vanno intesi come sostituto di una
dieta variata;

la raccomandazione di tenere i prodotti fuori dalla portata dei bambini.

Inoltre, le indicazioni sulla salute apposte sui prodotti alimentari non devono attribuire

agli integratori alcuna proprieta di prevenire, curare o guarire una malattia nelluomo,

né fare riferimento a tali proprieta.
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Fig. 1.2 Esempio di etichettatura apposta su un integratore alimentare.


http://eur-lex.europa.eu/legal-content/IT/TXT/?uri=CELEX:32002L0046

La Commissione europea, di propria iniziativa o sulla base delle informazioni fornite
dagli Stati membri, e a seguito di una valutazione dellEFSA, puo decidere di includere
una determinata sostanza in un elenco di sostanze il cui uso negli alimenti € vietato,
limitato o in corso di esame. Cid pud verificarsi quando I'aggiunta di una sostanza nei
prodotti alimentari fa aumentare I'esposizione del consumatore a livelli notevolmente
superiori rispetto a quelli di un normale consumo e/o rappresenta un potenziale rischio
per i consumatori. Questa procedura e definita nellart. 8 del regolamento (CE)
1925/2006 e le sostanze il cui uso negli alimenti e vietato, limitato o sottoposto a

controllo sono elencate nel suo allegato Ill.

1.1.3 Produzione e confezionamento

La produzione e il confezionamento degli integratori alimentari sono soggetti al rispetto
di tutte le condizioni e delle regole previste per gli alimenti dalla normativa comunitaria
in materia di sicurezza alimentare, ovvero dal regolamento (CE) 178/2002 e dal
cosiddetto “Pacchetto igiene”, di cui fanno parte i regolamenti (CE) 852 e 853 del 2004,
insieme al regolamento (UE) 625/2017.

| produttori di integratori alimentari devono quindi applicare le norme HACCP (Hazard
Analysis and Critical Control Points) e garantire la tracciabilita e rintracciabilita dei loro
prodotti al pari di quanto previsto per gli altri alimenti.

Tutto cid permette di avere un quadro completo dell’'intero processo di produzione,
lavorazione e confezionamento, oltre che della modalita di conservazione e scadenza
dell'integratore alimentare. Nel caso in cui si manifestassero criticita si puo risalire al

prodotto tramite il lotto di lavorazione.

1.1.4 Utilizzo integratori

Generalmente gli integratori rientrano in un’operazione commerciale che fa presa su
mode del momento e sulla comune convinzione che non abbiano comunque alcun
effetto negativo, nel caso non riescano a raggiungere l'effetto desiderato. Se non
necessari per un corretto funzionamento dell’'organismo e se la loro carenza non deve
essere corretta, non sussiste alcuna evidenza scientifica che documenti il beneficio di
una extra-assunzione. | dati disponibili suggeriscono, al contrario, che I'uso cronico di
guesti prodotti sia rischioso.

Un pregiudizio comune € che il cibo di oggi non sia in grado di sopperire al fabbisogno

guotidiano di nutrienti e che, pertanto, vada integrato. Il concetto di integrazione da
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I'impressione di completezza, di un rimedio possibile all'idea che gli alimenti siano
insufficienti ad assicurare la nostra funzionalita e, percio, la nostra salute.
In realta, mai come in questi ultimi decenni, nei Paesi industrializzati vi & stata
abbondanza di cibo, spesso iperproteico e ipercalorico, causa prevalente di obesita,
patologia che si sta diffondendo in modo sempre piu preoccupante. Esistono pero casi
in cui risulta comunque necessario integrare.
Si tratta di:
e carenze conseguenti a stati patologici, come alterata digestione/assorbimento,
un diminuito introito o un’aumentata escrezione, malnutrizione;
e disturbi alimentari, vomito, degenza ospedaliera (mancata o ridotta sintesi
endogena, epatopatia alcolica);
e carenze conseguenti a scelte etiche (carenza di ferro nei vegetariani, carenza
di vitamina B12 nei vegani).
In linea generale un’alimentazione corretta ed equilibrata mette al sicuro da rischi di
carenza da vitamine idrosolubili.
L’utilizzo di integratori alimentari & dunque limitato alla prevenzione della malnutrizione
per difetto.
La loro presunta valenza salutistica nel promuovere il benessere fisico, nel ritardare
'invecchiamento e nel ridurre il rischio di sviluppare alcune patologie del benessere
(malattie cardiovascolari o metaboliche, come anche alcune neoplasie) € ancora

attualmente oggetto di studio e di ricerche.

1.1.5 Classificazione degli integratori

Le componenti che possono costituire gli integratori alimentari sono dunque molteplici:
si va dalle vitamine ai minerali, ad acidi grassi ed erbe. La concentrazione di tutti questi
ingredienti deve essere attentamente controllata e deve rispettare rigide normative.
Negli integratori, oltre a questi ingredienti, sono contenuti anche eccipienti, cioé
sostanze aggiunte al prodotto finale per diversi scopi, come conservanti e aromi.

In commercio a seconda degli ingredienti utilizzati possiamo trovare:

e integratori di vitamine e/o sali minerali, che sono oggi quelli piu utilizzati dal
consumatore “generico”, ossia che non pratica sport particolari o ha altre
esigenze specifiche;

e integratori di aminoacidi, prodotti dedicati a chi pratica sport con esercizio

aerobico intenso e prolungato;



e derivati di aminoacidi, ad esempio a base di creatina, sostanza che viene
normalmente sintetizzata nel nostro organismo a partire da tre aminoacidi
diversi, ma che pud essere integrata per soggetti che praticano sport come
culturismo e sollevamento pesi, che richiedono molto sforzo muscolare;

e integratori di proteine, che vengono di solito utilizzati dagli sportivi in quanto
sono indicati per implementare la massa muscolare;

e integratori di acidi grassi, utilizzati in caso di dieta povera di acidi grassi
essenziali come omega 6 e omega 3; prevengono l'invecchiamento cutaneo e
I'ossidazione cellulare e sono in generale utilizzati a scopo preventivo;

e integratori a base di probiotici, che favoriscono il riequilibrio o il mantenimento
della flora batterica intestinale;

e integratori di fibre, che possono essere prevalentemente a base di guar, agar
agar, glucomannano, pectina e psillio, utili per il controllo metabolico o per
stimolare la funzionalita intestinale;

e integratori o complementi alimentari a base di ingredienti costituiti da piante o
derivati come berberina, silimarina, monacolina K e altri;

e integratori proposti come coadiuvanti di diete per il controllo e la riduzione del

peso, ad esempio la fibra alimentare solubile.
Ma gli integratori, dunque, hanno effetti positivi sul corpo? E se si, quali?

Per rispondere a questa domanda saranno prese in esame alcune molecole presenti

negli integratori alimentari: la silimarina, la berberina e la monacolina K.
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1.2 Silimarina

La silimarina €& l'estratto standardizzato di cardo mariano (Sylibum marianum),

composto da 4 isomeri del flavonolignano: silibinina, isosilibinina, silidianina e

silicristina (Fig. 1.3). Viene usata all'interno di integratori alimentari per disturbi

gastrointestinali e malattie del fegato, oltre che come trattamento naturale per le

malattie delle vie biliari.
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Fig. 1.3 Strutture chimiche dei fitocostituenti presenti nella silimarina (Wadhwa K. et al., 2022).

Fig. 1.4 Cardo mariano.

11



Si e visto come la silimarina abbia un ampio spettro di proprieta epatoprotettive, che
potrebbero essere utili in condizioni di danno epatico sia acuto che cronico, previene
la perossidazione lipidica e i cambiamenti nella composizione dei fosfolipidi di
membrana. Previene I'esaurimento del glutatione e migliora il profilo dei marcatori
associati al danno epatico, dovuti probabilmente all’effetto della silibinina sulle cellule
di Kupffer. Ad una certa concentrazione ottenibile in vivo, la silibinina inibisce la
formazione di radicali dell’ossigeno prevenendo cosi possibili danni a livello epatico e
riduce la sintesi del leucotriene B4 modulando la risposta infammatoria (Dehmlow C.
et al., 1996). La silimarina, inoltre, si € rivelata un trattamento efficace nel contrastare
gli effetti di molte tossine epatiche attraverso un’azione rigenerativa sugli epatociti.

| preparati di Silybum marianum hanno dimostrato di essere epatoprotettivi e
citoprotettivi regolando l'inflammazione e interferendo con i meccanismi apoptotici
mediati dal TNF-a (Gazak R. et al., 2007).

La silimarina possiede un’enorme gamma di potenzialita biologiche e farmacologiche,
perché € in grado di interagire direttamente o indirettamente con diversi bersagli
molecolari, inclusi fattori di trascrizione, mediatori infiammatori, proteina chinasi,

recettori ed enzimi, come illustrato in Fig. 1.5.

" Transcription factors Enzymes Inflammatory cytokines
NFxB PPAR-y COX-2  iNOS  SGPT IL-16,2,5,6,8, 12
Nrf2 B-catenin GSH SGOT SOD TNFa
AP-1 WT-1 ALP CAT MDA IFNy
KLF6 IRS-1 MMP AChE  GéPase MiPa
SREBP-1c CREB TIMP MPO y-GT MCP-1
GADD45a MAO-B  LDH Telomerase

Sirtuin 1 FAS CK-MB

S S

Protein kinases Apoptotic proteins
ERK IJNK Iec“ I ar Bax
CDK P13K Mo Bel-2
JAK MAPK <+ 'Ihrg& for = Bel-XL
GM-CSF GSK-38 Bim
Akt CKla snm Caspase 3, 8,9
TrkB SAPK FADD
IKK mTOR ‘// \ Survivin
Receptors Growth factors Others
Estrogen receptor EGF Amylold-f CyclinD
LDL receptor IGF GLUT-4 a-SMA
Death receptor 5 TGF- APP TBARS
GLP-1 receptor TGF-a ICAM-1 CRP
Chemokine receptor 4 and 5 BDNF COL-al HIF 1a
Liver X receptor a NGF DRP-1 FoxM1
Farnesyl x receptor VEGF IRS-1 TRAIL

Fig. 1.5 Varie molecole target della silimarina (Wadhwa K. et al., 2022).
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La silimarina ha una lunga storia di uso tradizionale nella medicina ayurvedica come
agente epatoprotettivo ed € oggi ampiamente utilizzata nel trattamento e nella gestione
di numerosi disturbi epatici, come malattia epatica alcolica, tumori epatici, steatosi
epatica non alcolica (NAFLD), steatoepatite non alcolica (NASH) e tossicita da farmaci.
Nell'ultimo decennio sono stati condotti numerosi studi sulle potenti azioni
epatoprotettive della silimarina e dei suoi flavonolignani.

La gamma-glutamil transferasi (yGT), la transaminasi glutammico-ossalacetica
(SGOT), la transaminasi glutammico piruvica (SGPT) e il fosfato alcalino (ALP) sono
enzimi essenziali e caratteristici del fegato e i loro livelli elevati indicano epatotossicita.
E stato scoperto che la silimarina diminuisce i livelli di questi enzimi epatici, previene
la fuga cellulare e la perdita di integrita funzionale delle membrane degli epatociti.
Inoltre, la silimarina e i suoi i flavonolignani hanno un ruolo significativo nella riduzione
del colesterolo (CH), dei trigliceridi (TG), dei livelli di lipoproteine a bassa densita (LDL)
e nellaumento del contenuto di lipoproteine ad alta densita (HDL) (Derosa G. et al.,
2015).

1.2.1 La silimarina come antiossidante

Recentemente é stato valutato I'effetto epatoprotettivo della silimarina su un modello
di ratto con NAFLD indotta da fruttosio, dove il trattamento con silimarina ha migliorato
significativamente il profilo lipidico e la funzionalita epatica insieme allo stato di stress
ossidativo (Mengesha T. et al., 2021).

L’olio di Sylibum marianum impedisce lo stress ossidativo nella dieta ricca di grassi
(HFD) aumentando i livelli di enzimi antiossidanti endogeni. Inoltre, nel fegato migliora
la sintesi e 'ossidazione degli acidi grassi epatici, riducendo i livelli di mMRNA dell’acido
grasso sintasi (FAS), del recettore X a e della proteina legante I'elemento regolatore
degli steroli 1¢c (SREBP-1c) (Zhu S. et al., 2018).

1.2.2 La silimarina e le sue proprieta antinflammatorie

Insieme allo stress ossidativo, I'inflammazione e considerata un altro mediatore
fondamentale della NAFLD e della NASH. Fondamenti preclinici e clinici hanno rivelato
che la silimarina presenta azioni antinflammatorie; infatti, € in grado di reprimere |l
rilascio di citochine (Ou Q. et al., 2018; Aghazadeh S. et al., 2011; Kim S.H. et al.,
2016; Zhang B. et al., 2018; Clichici S. et al., 2015; Federico A. et al., 2019) oltre che
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ridurre significativamente i livelli del fattore di necrosi tumorale-a (TNFa) pro-
infammatorio e le interleuchine IL-6, IL-1B e IL-12B (Ou Q. et al., 2018).

Diversi studi hanno inoltre evidenziato che anche l'effetto immunomodulatore della
silimarina e dei suoi biocostituenti potrebbe svolgere un ruolo notevole
nell’epatoprotezione (Abenavoli L. et al., 2017; Gharagozloo M. et al., 2013).

Si e evidenziato poi che il comportamento anti-apoptotico e pro-apoptotico della
silimarina facilita notevolmente la protezione del fegato, sfruttando sempre il suo

effetto antiossidante, che regola negativamente I'apoptosi.

1.2.3 La silimarina e gli effetti sul diabete mellito

Il diabete mellito (DM) € una malattia metabolica progressiva caratterizzata da
iperglicemia cronica dovuta a resistenza e ridotta sintesi di insulina. La silimarina e i
suoi costituenti sono stati descritti per il loro potenziale effetto ipoglicemico tramite
prove sperimentali e cliniche; i risultati hanno suggerito che essa € in grado di ridurre
il livello di glucosio nel sangue oltre ad aumentare la secrezione di insulina. La
silimarina inibisce anche la gluconeogenesi e la glucosio-6-fosfatasi (G6Pase) (Guigas
B. et al., 2007).

L’iperglicemia cronica va ad influenzare la catena respiratoria mitocondriale
producendo danni ossidativi, con conseguente crescita e sviluppo del DM e delle sue
complicanze associate. Il trattamento con silimarina previene significativamente |l
danno ossidativo impedendo la perossidazione lipidica, I'ossidazione delle proteine e
la generazione di specie reattive dellossigeno (ROS) (Feng B. et al.,, 2016;
Amniattalab A. et al., 2016; Malekinejad H. et al., 2014).

E stato osservato che la silicristina A, uno dei composti bioattivi degli estratti di
silimarina, protegge significativamente I'apoptosi indotta da ROS nelle cellule INS 1,
elevando i livelli di proteina Bax e caspasi-3 scissa e determinano una down-regulation
delle espressioni geniche Bcl-2 e pro-caspasi-3 (Qin N. et al., 2017).

L’inflammazione & un altro fattore chiave nella progressione e nelle complicanze del
diabete. Le citochine infiammatorie hanno un ruolo decisivo nella gestione
dellomeostasi del glucosio e della resistenza all'insulina. Qualsiasi cambiamento
anomalo nelle citochine pro-inflammatorie (IL-6 e TNF-a) potrebbe diminuire la
sensibilita all'insulina e determinare una forma di resistenza ad essa. Al contrario, le
infiltrazioni di queste cellule possono causare insufficienza delle cellule B pancreatiche
(Guo Y. et al., 2016).
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Diversi studi hanno rilevato che il trattamento con silimarina riduce la risposta
inflammatoria inibendo i geni bersaglio di NF-kB (Guo Y. et al., 2016; Kim E.J. et al.,
2014), l'interferone-y (IFN-y), la generazione di ossido nitrico (NO) indotta da TNF-a e
IL-1B, sopprimendo I'espressione inducibile di ossido nitrico sintasi (INOS) nelle cellule
B pancreatiche attraverso la modulazione dell’attivita di NF-kB e la via di segnalazione
delle chinasi 1/2 regolata dal segnale ERK1/2, impedendo cosi la degradazione delle
cellule B pancreatiche (Kim E.J. et al., 2014).

E stato osservato che la silibinina modula anche I'espressione del recettore del
glucagone-like peptide (GLP)-1 nel duodeno e attiva i neuroni attorno al tratto solitario
stimolando I'asse intestino-cervello-fegato, dimostrando cosi I'azione antidiabetica
potenziale della silimarina (Xu F. et al., 2018).

Il fattore di trascrizione Pdx1 si ritiene che sia direttamente coinvolto nella crescita del
pancreas e nell’espressione del gene dell'insulina; i risultati di uno studio hanno
rivelato che la silimarina aumenta i livelli di Pdx1 e I'espressione del gene dell’insulina
nei ratti pancreatectomizzati, determinando miglioramenti nella proliferazione delle
cellule B (Soto C. et al., 2014).

Inoltre, & emerso che la somministrazione di silimarina aumenta la regolazione
dell’espressione del gene NKx6.1, responsabile della neogenesi e della
differenziazione e mantenimento delle cellule B del pancreas (Soto C. et al., 2014).
Infine, si € dimostrato che la silibinina attiva il substrato del recettore dell'insulina
attraverso la via di segnalazione IRS-1/PI3K/Akt, che di conseguenza aumenta
I'assorbimento del glucosio mediato dall’insulina e trasloca il trasportatore del glucosio
GLUT4 (Li H.B. et al., 2015).

1.2.4 Malattie cardiovascolari e silimarina

Le malattie cardiovascolari rappresentano attualmente la principale causa di mortalita
negli adulti anziani e sono solitamente associate al danno ischemico (Wang X. et al.,
2020). Laricerca harivolto grande attenzione a questo fenomeno, al fine di individuare
nuove possibili soluzioni e promuovere la salute cardiaca. Sono stati pertanto effettuati
vari studi in vitro e in vivo che descrivono gli effetti cardioprotettivi della silimarina, dai
quali emerge la sua utilita nel ridurre i livelli di malondialdeide (MDA), lattato
deidrogenasi (LDH), troponina C e creatinchinasi-MB (CK-MB), importanti biomarcatori
cardiaci (Alabdan M.A., 2015; Al-Rasheed N.M. et al., 2014; Rao P.R. e Viswanath
R.K., 2007).

15



Il trattamento con silimarina riduce anche lo stress ossidativo del miocardio
aumentando la catalasi (CAT) e l'attivita della superossido dismutasi (SOD), nonché il
contenuto di glutatione (GSH) nel cuore (Taghiabadi E. et al., 2012).

Oltre che abbassare il livello degli enzimi cardiaci, essa protegge il cuore arrestando
'apoptosi dei cardiomiociti, diminuisce il rapporto Bax/Bcl-2, abbassa il contenuto
citosolico di citocromo C e i livelli di caspasi-3 nel cuore (Taghiabadi E. et al., 2012).
Si evince da alcuni studi come I'assunzione di silimarina nei ratti intossicati da CCl4
diminuisca notevolmente il livello di VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), un
importante biomarcatore angiogenico.

Si e osservato un miglioramento del livello dei biomarcatori inflammatori e
immunologici, come ad esempio TNF-q, InFy, IL-6 e proteina C-reattiva (CRP), a
seguito di utilizzo di silimarina e si & indagata la sua potenza antinflammatoria nella
protezione contro il danno miocardico (Al-Rasheed N.M. et al., 2014).

La 2,3-deidrosilibinina, un costituente della silimarina, aumenta notevolmente
I'espressione del gene della luciferasi e i livelli di cAMP (cyclic Adenosine
Monophosphate) intracellulare, inducendo anche [inibizione dellenzima
fosfodiesterasi nei cardiomiociti isolati di ratto (Gabrielova E. et al., 2015).

La silimarina sembrerebbe svolgere un ruolo fondamentale nel ridurre i livelli elevati
della pressione atriale (BP), in particolare la pressione arteriosa sistolica e arteriosa
basale oltre che la frequenza cardiaca, sia nel modello di ipertensione indotta da
deossicorticosterone acetato e dieta ricca di sale (DOXA-salt diet), sia nel modello di

ipertensione indotta dal fruttosio.

1.2.5 Rischi possibili nell’lassunzione di silimarina

Riguardo alle possibili complicazioni dovute ad un’assunzione errata di silimarina, non
e stato segnalato alcun caso di sovradosaggio e sono disponibili dati provenienti da
studi clinici condotti su oltre 4.000 pazienti.

| dati clinici confermano quindi la tollerabilita e la sicurezza della silimarina e del cardo

mariano, mentre i dati sulla genotossicita sono piuttosto contraddittori (EMA, 2015).

1.2.6 Vie di assorbimento della silimarina

La silimarina ha un assorbimento orale solo del 23-47% circa e una rapida

coniugazione di fase Il, che porta ad una bassa biodisponibilita (Javed S. et al., 2011).
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E opinione comune che la silimarina soffra di una bassa biodisponibilita a causa della
scarsa solubilita in acqua (Bijak M., 2017). Il modello monostrato cellulare Caco-2 &
stato utilizzato per studiare I'assorbimento intestinale della silibinina (Yuan Z.W. et al.,
2018). | rapporti medi di efflusso misurati della silibinina A e della silibinina B erano
rispettivamente 5,05 e 4,61, indicando un meccanismo di trasporto attivo. Inoltre,
MK571 (un inibitore specifico della proteina associata alla resistenza multifarmaco,
MRP2) ha ridotto significativamente il rapporto di efflusso di silibinina, mentre sia
Ko143 (un inibitore specifico della proteina di resistenza del cancro al seno, BCRP)
che la ciclosporina A (un inibitore sia del BCRP che della glicoproteina P) avevano un
minore effetto, suggerendo che I'efflusso intestinale di silibinina € mediato da MRP e
probabilmente BCRP.
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Fig. 1.6 Trasportatori adibiti alla disposizione della silimarina nellorganismo e la sua eliminazione
(Xie Y. et al., 2019).

Dopo la somministrazione orale, la silibinina subisce sia la biotrasformazione di fase |
che quella di fase Il (Kren V. et al., 2013). | metaboliti di fase | della silibinina includono
principalmente quelli O-demetilati mediati dall'isoenzima CYP2C8 (Jancova P. et al.,
2007). Inoltre, si osservano anche quattro metaboliti minori, di cui tre monoidrossilici e
uno diidrossilico, sebbene le loro strutture non siano confermate (Gunaratna C. et al.,
2003). La silibinina e i suoi metaboliti di fase | subiscono un’ampia biotrasformazione
di fase Il, poiché la maggior parte della silibinina nel sistema esiste in forma coniugata,
con circa il 55% di coniugati glucuronidati e il 28% di coniugati solfati (Fried M.W. et
al., 2012; Loguercio C. et al., 2011). Le reazioni di glucuronidazione della silibinina
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sono mediate dalla UDP-glucuronosiltransferasi (UGT)1A1, 1A6, 1A7, 1A9, 2B7 e
2B15, mentre le reazioni di solforazione sono mediate dalle solfotransferasi (SULT)
(Jancova P. et al., 2011). Dopo la somministrazione di silimarina sono stati rilevati nel
plasma quattro monoglucuronidi, 1 diglucuronide, 3 monosolfati, 2 glucuronidi solfati e
glucuronide O-demetilato (Hoh C.S. et al., 2007 e 2006).

Esistono due principali siti di glucuronidazione, C-7 e C-20. La silibinina é
glucuronidata in modo stereoselettivo, con la silibinina B glucuronidata in modo piu
efficiente nella posizione C-20, mentre la silibinina A glucuronidata in modo simile su
entrambi i siti (Han Y.H. et al., 2004), a causa dellattivita stereoselettiva di alcune
isoforme UGT (JanCova P. et al., 2011). Il rapido ed esteso metabolismo di fase Il della
silibinina & stato considerato la ragione principale della sua bassa biodisponibilita.
Tuttavia, in un gruppo di 56 soggetti con diagnosi di epatite C (HCV) o di steatosi
epatica non alcolica (NAFLD), I'allele mutante UGT1A1*28 ha prodotto poca variabilita
tra soggetti nella farmacocinetica della silibinina (Xie Y. et al.,, 2019). Questi dati
indicano che il ruolo dell’attivita degli enzimi metabolici & oscurato da altri fattori piu

prevalenti.

o] CHyOH
HO o} . : . OCH;
OH OH
OH ©
Silybin
Phase 11 UGTs cypzcs| . Phu:scl ‘
Biotransformation | SULTS Biotransformation

1 4 o
Su

20-0-f-D-Glu O-demethylated Metabolites

2 nii T

- Mono- and Di-
o : ’ 3 hydroxylated Metabolites

7-0-p-D-Glu

Diglucuronides,
Sulfates and
Glucuronide

Sulfates

Fig. 1.7 Metabolismo della silibinina e i suoi metaboliti. UGT: UDP-glucuronosiltransferasi; SULTS:
sulfotransferasi; CYP2C8: Citocromo P450 2C8 (Xie Y. et al., 2019).
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1.2.7 Eliminazione silimarina

Sia la silimarina libera che quella coniugata vengono eliminate rapidamente in vivo.
Tuttavia, I'escrezione renale di silibinina &€ bassa e rappresenta solo I'1-2% di una dose
orale originale nell’arco delle 24 ore (Lorenz D. et al.,, 1984). Invece, I'escrezione
epatobiliare & estesa, poiché la concentrazione biliare di silibinina & circa 100 volte
superiore alla concentrazione sierica nei pazienti (Lorenz D. et al., 1984). Sulla base
del rapporto di distribuzione AUCbile/AUCsangue (rapporto di distribuzione sangue-
bile) (30 £ 9,4) della silibinina totale, si presume che la silibinina venga escreta nella
bile attraverso il trasporto attivo (Wu J.W. et al., 2007). Come con la maggior parte dei
flavonoidi, il comportamento farmacocinetico della silibinina in vivo mostra una
circolazione enteroepatica, dove la silibinina glucuronidata escreta subisce la
scissione enzimatica batterica dei legami 3-glucosidici e viene riassorbita (Wen Z.W.
et al., 2008). Miranda et al., utilizzando fegato di ratto perfuso di ratti Wistar wild type
carenti di MRP2 (TR-), hanno dimostrato che MRP2 ¢ il trasportatore principalmente
responsabile dell’escrezione biliare di silibinina libera e coniugata (Miranda S.R. et al.,
2008). Rimane sconosciuto se e in che misura la BCRP sia coinvolta nell’escrezione
biliare della silibinina (Yuan Z.W. et al.,, 2018). Prendendo in considerazione i
trasportatori di efflusso responsabili dell’escrezione e dell’assorbimento della silibinina
e dei suoi metaboliti, i ricercatori hanno dimostrato che i potenziatori della
biodisponibilithd, o bio-potenziatori, aumentano la biodisponibilita e gli effetti

farmacologici della silibinina in vivo.

1.3 Berberina

La berberina & un alcaloide vegetale con una lunga storia di uso medicinale. E
presente in Hydrastis canadensis (goldenseal), Coptis chinensis (coptis o filo d’oro),
Berberis aquifolium (uva dell’Oregon), Berberis vulgaris (crespino) e Berberis aristata
(curcuma arborea, un arbusto spinoso eretto originario della regione settentrionale
del’Himalaya). La pianta € ampiamente distribuita dal’Himalaya allo Sri Lanka, al
Bhutan e alle aree collinari del Nepal nella regione dell’Himalaya e in Cina. L’alcaloide
berberina si trova nelle radici, nei rizomi e nella corteccia dello stelo delle piante. Gl
estratti e i decotti di berberina hanno dimostrato una significativa attivita antimicrobica

contro una varieta di organismi, tra cui batteri, virus, funghi, protozoi, elminti e clamidia.
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(Pirillo A. e Catapano L., 2015).

1.3.1 Principali funzioni della berberina

Berberis aristata € utilizzata nella medicina ayurvedica da molto tempo.
Tradizionalmente se ne fa uso per far fronte a processi inflammatori, nella guarigione
delle ferite, nelle malattie della pelle, nella menorragia, nell’ittero e nelle affezioni degli
occhi (Sharma K. et al., 2011). E stato scoperto che la berberina svolge anche attivita
ipolipidemizzanti e ipocolesterolemizzanti; tale attivita si esercita principalmente
attraverso due diversi meccanismi:

v' sovraregola l'espressione epatica dei recettori LDL, allungando I'emivita
dellmRNA dei recettori LDL attraverso una stabilizzazione della sequenza
stessa; questa modalita di azione e totalmente indipendente dalla
concentrazione intracellulare di colesterolo e dal processo di attivazione della
proteina legante I'elemento regolatore degli steroli (Abidi P. et al., 2005);

v inibisce la proproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) provocando
un aumento dei livelli e una limitata degradazione del recettore epatico per le
LDL (Li H. et al., 2009).

L’aumento dei recettori LDL porta ad un assorbimento piu efficiente delle LDL dal
flusso sanguigno e ad una riduzione delle malattie cardiovascolari (Cicero A.F.G. et
al., 2007).
La berberina possiede anche alcuni meccanismi d’azione secondari; ad esempio
riduce I'assorbimento intestinale del colesterolo aumentando I'escrezione fecale, oltre
che favorire il turnover epatico del colesterolo e la formazione degli acidi biliari (Li X.Y.
et al., 2015).
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Si & notata anche una riduzione media dal -15% al -20% del colesterolo LDL circolante,
con singole somministrazioni orali da 500 mg fino a 1500 mg di berberina (Cicero
A.F.G et al., 2017).

In Cina, i medicinali a base di erbe sono e sono stati comunemente usati come
approccio alternativo per il trattamento dell'iperlipidemia. Molti studi sulla berberina,
infatti, vengono condotti in estremo Oriente e sono tuttora oggetto di una revisione
sistemica.

La berberina da sola o in associazione con altri integratori alimentari potrebbe fungere
da alternativa per pazienti intolleranti alle statine e per pazienti resistenti all'inizio della

terapia con statine.

1.3.2 Effetti collaterali berberina

Sebbene la berberina sembri generalmente sicura, possono verificarsi alcuni effetti
collaterali, come la stitichezza; infatti, la berberina € stata a lungo utilizzata come
rimedio tradizionale per la diarrea infettiva in Cina. Tuttavia, gli effetti collaterali sono
risultati tollerabili e sono stati alleviati dopo averne ridotto la dose (Dong H. et al.,
2013).

Pud anche essere un’alternativa efficace per il trattamento delle dislipidemie. Una
meta-analisi ha dimostrato che la berberina (range 600 mg — 1500 mg) ha
notevolmente abbassato la concentrazione plasmatica di colesterolo totale, LDL-C e
TG in monoterapia e come terapia aggiuntiva. Inoltre, ha aumentato moderatamente |
livelli di HDL-C quando é stata usata in monoterapia. L’incidenza di eventi avversi non
differiva tra il gruppo berberina e il gruppo di controllo. Questi risultati indicano che il
trattamento con berberina é efficace e sicuro per il trattamento delle dislipidemie (Ju
J. et al., 2018).

Riguardo la dose terapeutica di berberina, fino a 0,5 g/die sono ben tollerati e le
reazioni gastrointestinali avverse sono piu spesso causate da sovradosaggio = 4 g
(Zhao Y. et al., 2021).

Si e visto come la berberina somministrata per via orale sia ben tollerata nei roditori
(da 100 a 300 mg/kg) e nelluomo (500 mg dalle due alle tre volte al giorno/persona)
(Lee Y.S. etal., 2006; Leng S.H. et al., 2004, Yin J. et al., 2008; Zhang Y. et al., 2008).
Altri studi hanno dimostrato che la berberina cloridrato 25 puM é ben tollerata dagli
epatociti primari. Gli effetti citotossici osservati alle concentrazioni di 50 o 100 uM di

berberina cloridrato sono sensati, siccome la berberina e i suoi derivati hanno inibito
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I'attivita del complesso mitocondriale | della catena di trasporto degli elettroni (Turner
N. et al., 2008).

La tolleranza della berberina negli studi in vivo puo essere attribuita alla sua scarsa
biodisponibilitd dovuta alla glicoproteina P nell'intestino tenue, che agisce attivamente

rimuovendo la berberina e facendola uscire nel lume intestinale (Pan G. et al., 2002).

1.3.3 Gli effetti della berberina cloridrato sull’espressione di geni

epatici coinvolti nel metabolismo del glucosio e dei lipidi

Sono stati condotti studi sugli effetti della berberina cloridrato sull’espressione genica,
in particolare su Gck (Glucokinase), G6pc (Glucose-6-phosphatase), Srebp-1c (Sterol
regulatory element-binding protein 1c) e Pckl (Phosphoenolpyruvate carboxykinase).
La berberina aumenta I'espressione di Gck, € in grado di sopprimere I'espressione di
G6pc in assenza di insulina e attenua I'espressione di Srebp-1c indotta da insulina.

La berberina cloridrato ha dimostrato la capacita di regolare I'espressione di questi
quattro geni dipendenti dall'insulina negli epatociti primari. La regolazione puo essere
mascherata dal trattamento con insulina (come Gck e G6pc). D’altra parte, la berberina
cloridrato pud modificare I'azione dell'insulina sull’espressione del suo gene bersaglio

a valle (come Srebp-1c).

1.4 Monacolina K

Il riso rosso fermentato (RYR) e stato utilizzato per molti secoli nei paesi asiatici come
colorante e medicinale versatile ed ha suscitato interesse tra i ricercatori occidentali,
soprattutto nel XXI° secolo, grazie alle sue proprieta di riduzione del colesterolo, che
potrebbero avere implicazioni pratiche per la salute dei pazienti intolleranti alle statine
(Banach M. et al., 2018 e 2019; Cicero A.F.G. et al., 2017; Gerards M.C. et al., 2015).
Esso si ottiene dalla fermentazione del riso comune con la muffa Monascus purpureus.
Durante il processo di fermentazione si produce un colore rosso in aggiunta ad una
serie di sostanze attive ad azione farmacologica e tossica. La concentrazione di
monacoline nel RYR raggiunge solitamente I'1,9%. Sono stati identificati diversi tipi di
monacoline in base al ceppo di lievito utilizzato e alle condizioni di fermentazione. Uno
di questi sottotipi &€ la monacolina K, isolata per la prima volta dal professor Akira Endo,
biochimico giapponese, la cui ricerca sulla relazione tra funghi e biosintesi del

colesterolo ha portato allo sviluppo di statine.
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Fig. 1.10 Struttura chimica monacolina K (Fukami H. et al., 2021).

La monacolina K e strutturalmente identica alla lovastatina, ragione per cui il RYR
mostra i suoi effetti ipolipemici (Banach M. et al., 2019), sebbene i loro profili
farmacocinetici e la loro biodisponibilita siano diversi. La monacolina K e disponibile in
due forme, ovvero lattone (forma inattiva) e acido idrossilico (forma attiva), che viene
meglio assorbita (Banach M. et al., 2019; Cicero A.F.G. et al., 2017). La forma attiva
partecipa alla riduzione del colesterolo totale e delle LDL. La monacolina K,
analogamente alla lovastatina e ad altre statine, inibisce la 3-idrossi-3-metil-glutaril-
coenzima A reduttasi (HMG CoA), il principale enzima responsabile della sintesi del
colesterolo nel fegato (Banach M. et al., 2019). Cio si traduce in un’elevata attivita dei
recettori LDL sugli epatociti. La monacolina K viene catabolizzata nel fegato dagli
enzimi 3A4 del citocromo 450 (CYP 450) e dalla glicoproteina P, che partecipano al
catabolismo di molti farmaci (Banach M. et al., 2018; Chen C.H. et al., 2012).
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Fig. 1.11 Effetti del RYR sulla formazione del colesterolo (Cicero A.F.G. et al., 2019).

Nelle persone sane con ipercolesterolemia da lieve a moderata e in quelle ad alto
rischio di malattie cardiovascolari, le formulazioni RYR riducono i livelli di colesterolo
totale (TC) del 16-31%, LDL-C del 22-32% e trigliceridi (TG) dello 0-36% a dosi
comprese tra 200 e 3.600 mg/die; riducono anche il rischio di malattie cardiovascolari
(Sahebkar A. et al., 2016). L'effetto ipolipemizzante & dose-dipendente.

Dai risultati di una meta-analisi emerge che il RYR ha un effetto clinicamente e
statisticamente significativo per quanto riguarda la riduzione del colesterolo LDL. Dai
2 ai 24 mesi di trattamento si e rilevata una diminuzione media di 1,02 mmol/L (~ 40
mg/dl) rispetto al placebo, evidenziando che potrebbe essere un metodo sicuro e
un’opzione terapeutica efficace per il trattamento della dislipidemia e del rischio
cardiovascolare nei pazienti intolleranti alle statine (Gerards M.C. et al., 2015).

Le preparazioni di riso rosso fermentato hanno dimostrato di essere sicure ed efficaci
nel migliorare i profili lipidici e, in una certa misura, nel ridurre il rischio di eventi
cardiovascolari. Il riso rosso fermentato non dovrebbe essere utilizzato di routine in
sostituzione dei trattamenti convenzionali (statine, ezetimibe e inibitori di PCSK9) per
i quali esistono dati di qualita superiore sugli esiti a lungo termine. Tuttavia, in situazioni

specifiche (intolleranza alle statine, pazienti con dislipidemia non eleggibili alla terapia
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con statine, forte preferenza del paziente) pud essere preso in considerazione 'uso
del riso rosso fermentato.

Quando si consiglia un prodotto a base di riso rosso fermentato ai pazienti, €
importante assicurarsi che esso rispetti i principi di GMP (Good Manufacturing
Practice), al fine di garantire la coerenza della dose del principio attivo e 'assenza di
contaminanti dannosi.

Uno degli ingredienti presenti nel riso rosso fermentato, oltre alle statine, € il GABA
(acido gamma-amminobutirrico o y-amminobutirrico), il quale esercita un effetto
ipotensivo attraverso la riduzione della vasocostrizione adrenergica mediante il suo
effetto soppressivo sul rilascio di trasmettitori nervosi simpatici, mediato dai recettori
GABA presinaptici (Fujimura S. et al., 1999; Hayakawa K. et al., 2002). Inoltre, il GABA
promuove l'escrezione di sodio dai reni e sopprime l'aumento della pressione

sanguigna (Hayakawa K. et al., 2005; Monasterolo L.A. et al., 1996).

1.4.1 Monacolina K e I’aterosclerosi

Lo stress ossidativo e anche considerato un bersaglio terapeutico correlato
all’aterosclerosi. L'ossigeno reattivo inattiva 'NO e allo stesso tempo danneggia le
cellule endoteliali vascolari e riduce la produzione di NO. E stato anche suggerito che
le LDL plasmatiche sopprimono l'attivita della NO sintasi (NOS) nelle cellule endoteliali
vascolari mediante radicali idrossilici e simili, riducendo cosi la produzione di NO e
promuovendo I'arteriosclerosi (Ehara S. et al., 2001; Laufs U. et al., 1998).

La lovastatina inibisce I'ossidazione delle LDL e cid migliora la funzione endoteliale
vascolare (reazione vasocostrittrice) nell’iperlipidemia e, in particolare, 'uso combinato
di un antiossidante pud migliorarne I'efficacia. L’attivita antiossidante é stata segnalata
anche nei pigmenti del riso rosso fermentato (Srianta I. et al., 2017; Wada M. et al.,
2007): la monascina e I'ankaflavina hanno soppresso l'ossidazione del colesterolo LDL
(Lee C.L. et al., 2018). Inoltre, un precedente studio clinico ha riportato che un estratto
di riso rosso fermentato riduce i livelli plasmatici di LDL ossidato, indice di stress
ossidativo, e I'attivita della fosfolipasi A2 associata alle lipoproteine (Hermans N. et al.,
2017).

E stato anche dimostrato che il riso rosso fermentato ottenuto da riso integrale, riso
nero e riso rosso migliora la funzione endoteliale vascolare con una maggiore
produzione di NO (Kono I., 2012) e che la monascina e I'ankaflavina agiscono come

agonisti dei recettori attivati dal proliferatore del perossisoma (PPAR), come PPARa
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(Hsu W.H. et al., 2014). | PPAR coinvolti nel metabolismo dei carboidrati, dei lipidi e
dell’energia sono anche implicati nello sviluppo di malattie legate allo stile di vita, come
l'obesita e I'aterosclerosi. Gli agonisti dei PPARa (fibrati) sono stati utilizzati
clinicamente come farmaci antiiperlipidemici. La funzione vascolare pud essere
migliorata aumentando I'NO, sopprimendo lo stress ossidativo, l'ipertensione e
'obesita (Sasaki S. et al., 2002; Higashi Y. et al., 2000; Ting H.H. et al., 1996). Gli
ingredienti contenuti nel riso rosso fermentato, come la monacolina K (lovastatina), il
GABA e i pigmenti del riso rosso fermentato (pigmenti azaphilone) possono esercitare
effetti sinergici o additivi per ridurre il rischio di aterosclerosi e altre malattie circolatorie
(Fig. 1.12).
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Fig. 1.12 Schema degli effetti della monacolina K (Fukami H. et al., 2021).

1.4.2 Possibili rischi dovuti all’assunzione di monacolina K

Non tutti i prodotti sono standardizzati e spesso mancano informazioni sul contenuto
di monacolina K. Le formulazioni RYR variano significativamente in termini di quantita
di questo principio attivo (Farkouh A. et al., 2019), che puo differire da quella dichiarata
dal produttore (Brouwers J.R. et al., 2016). Un altro rischio & che alcune formulazioni
RYR contengano sostanze tossiche, come la citrinina, che puo provocare danni renali
(iperplasia endoteliale glomerulare, aumento del rischio di adenomi e altri tumori). La
citrinina € dannosa per la crescita di un embrione in vitro e in vivo ed é quindi sia

nefrotossica che teratogena (Cicero A.F.G. et al., 2017).
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1.4.3 Indicazioni all’'uso dei nutraceutici

Per i pazienti intolleranti alle statine, I'lnternational Lipid Expert Panel raccomanda il
riso rosso fermentato e la berberina tra tutti i nutraceutici statine (Cicero A.F.G. et al.,
2017). Secondo studi cinesi, I'unico nutraceutico che ha soddisfatto questa condizione
e il riso rosso fermentato. La monacolina K, essendo una statina, puo interagire con
altri farmaci. Sebbene la probabilita che si manifestino sintomi muscolari sia bassa,
non puo essere completamente esclusa.

I consumo di combinazioni di nutraceutici con diverse azioni ipolipemizzanti, in
aggiunta ad uno stile di vita sano, potrebbe essere una valida alternativa per prevenire
la malattia coronarica nei pazienti con moderata ipercolesterolemia e, in alcuni casi,
con intolleranza alle statine (Banach M. et al., 2018; Cicero A.F.G. et al., 2016). In
particolare, l'interazione tra RYR e prodotti naturali con diversi meccanismi d’azione
pud avere un effetto sinergico. Ad esempio, il RYR che inibisce 'enzima HMG-CoA
reduttasi potrebbe essere vantaggiosamente accoppiato con altri nutraceutici per
aumentare I'escrezione dei lipidi nell’intestino (steroli vegetali, fibre solubili, probiotici,
glucomannano), migliorare I'assorbimento epatico del colesterolo (proteine della soia,
berberina), o indurre I'escrezione di LDL-C (acido clorogenico, proteine di soia,
berberina) (Cicero A.F.G. et al., 2015).

Le proprieta ipolipemizzanti di RYR (3 mg di monacolina K) combinate con policosanoli
(10 mg) e berberina (500 mg) sono 'associazione piu studiata e quella per la quale
sono disponibili meta-analisi di RCT. L’associazione RYR-policosanolo-berberina puo
migliorare il C-LDL di 23,6 mg/dL, il C-HDL di 2,71 mg/dL, i TG di 14,2 mg/dL e il
glucosio di 2,52 mg/dL, con miglioramenti nei profili lipidici e glicemici mantenuti a
lungo termine (Pirro M. et al., 2016). Questa combinazione si é rivelata sicura e ben
tollerata nell'80% dei pazienti adulti e anziani che erano precedentemente intolleranti
al trattamento con statine (De Castro-Oros I. et al., 2016; Marazzi G. et al., 2011).
Altri studi condotti su questa combinazione nutraceutica hanno rilevato che essa
migliora la funzione endoteliale e la velocita dell’'onda di polso nei pazienti dislipidemici
(Cicero A.F.G. et al., 2013) e si € rivelato altrettanto efficace quanto le statine a
dosaggio moderato nel ridurre il colesterolo LDL in pazienti con ipercolesterolemia
primaria e una storia di intolleranza alle statine o rifiuto del trattamento con statine
(Pisciotta L. et al., 2012).
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1.5 Controllo su integratori alimentari: il sistema HACCP

Autocontrollo e sistema HACCP non sono termini sinonimi. Il concetto di autocontrollo
ha una valenza piu ampia che discende dalla responsabilizzazione dell’Operatore del
settore alimentare (OSA) in materia di igiene e sicurezza degli alimenti e corrisponde
all'obbligo di tenuta sotto controllo delle proprie produzioni.

L’autocontrollo € obbligatorio per tutti gli operatori che a qualunque livello siano
coinvolti nella filiera della produzione alimentare.

L’HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) e invece un sistema che
consente di applicare I'autocontrollo in maniera razionale e organizzata.

| principi su cui si basa I'elaborazione di un piano HACCP sono sette:

1. identificare ogni pericolo da prevenire, eliminare o ridurre;

2. identificare i punti critici di controllo (CCP - Critical Control Points) nelle fasi
in cui & possibile prevenire, eliminare o ridurre un rischio;

3. stabilire i limiti critici che differenziano I'accettabilita dalla inaccettabilita;

4. stabilire e applicare procedure di sorveglianza efficaci nei punti critici di
controllo;

5. stabilire azioni correttive se un punto critico non risulta sotto controllo
(superamento dei limiti critici stabiliti);

6. stabilire le procedure da applicare regolarmente per verificare I'effettivo
funzionamento delle misure adottate;

7. predisporre documenti e registrazioni adeguati alla natura e alle dimensioni

dellimpresa alimentare.

La prima codifica normativa in Europa risale al 1993 con la direttiva 43/93/CEE
(recepitain Italia con il D. Lgs 26 maggio 1997 n. 155, ora abrogato). Questa normativa
e stata sostituita dal regolamento CE 178/2002 e dal regolamento CE 852/2004.

Data 'ampia gamma di imprese alimentari prese in considerazione dal regolamento
CE 852/2004 e la grande varieta di prodotti alimentari e di procedure di produzione
applicate agli alimenti, sono state redatte dalla Commissione Europea delle Linee
guida generali sullo sviluppo e sull’applicazione delle procedure basate sui principi del
sistema HACCP, come documento diretto ad aiutare tutti coloro che intervengono nella
catena della produzione alimentare.

Considerando un’impresa alimentare, il responsabile del piano di autocontrollo deve
predisporlo e metterlo in atto con I'attiva partecipazione della dirigenza e del personale,
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avvalendosi, se ce ne fosse bisogno, anche di un supporto tecnico-scientifico esterno.
Il piano deve essere applicabile e applicato, finalizzato a prevenire le cause di
insorgenza di non conformita prima che esse si verifichino, oltre a prevedere le
opportune azioni correttive per minimizzare i rischi qualora, nonostante I'applicazione
delle misure preventive, si verifichi una non-conformita.

L’obiettivo principale €& di istituire un sistema documentato con cui I'impresa sia in
grado di dimostrare di aver messo in campo azioni tali da minimizzare il rischio.
Per facilitare I'adozione di piani di autocontrollo adeguati vengono resi disponibili
Manuali di Corretta Prassi Igienica (Good Hygiene Practice o GHP), che costituiscono
documenti orientativi voluti dalla normativa comunitaria ed utilizzabili come guida

all'applicazione dei sistemi di autocontrollo (www.salute.gov.it, 2019).
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2. Scopo tesi

Secondo il gia citato regolamento (CE) 178/2002 della legislazione alimentare dell’UE,
gli integratori alimentari sono da considerarsi alimenti. In quanto tali, € responsabilita
del produttore, importatore, fornitore o distributore garantire che un integratore
alimentare immesso sul mercato sia privo di rischi per il consumatore, perseguendo
buone prassi di fabbricazione in conformita alla normativa dellUE e alla specifica
legislazione nazionale, sia del Paese produttore, sia di quello verso cui vengono
esportati i prodotti. La legislazione vigente si occupa del ciclo completo di produzione
fino al controllo di qualita di un integratore alimentare, dall’acquisizione di tutti i
materiali in ogni specifica fase di lavorazione, confezionamento e stoccaggio sino alla
distribuzione e alla vendita del prodotto finito.
Gli integratori alimentari contenenti estratti o derivati vegetali destinati alla vendita
nel’Unione Europea devono essere conformi ai requisiti previsti dalla legislazione
alimentare dellUE per quanto riguarda composizione, etichettatura, qualita e
sicurezza. Per formulazioni che contengono estratti vegetali e richiesta corrispondenza
fra etichetta e preparazione per i suoi componenti biologicamente attivi, sia in termini
guantitativi sia qualitativi.
Per valutare la sicurezza di un integratore alimentare contenente estratti vegetali o
preparazioni botaniche devono essere considerati i rischi di sicurezza intrinseci della
pianta in questione e al contempo il suo processo di fabbricazione.
La sicurezza alimentare e dunque il requisito basilare sia per la tutela della salute del
consumatore che per gli interessi dell'impresa.
Nel corso del mio tirocinio curriculare svolto presso Meda Pharma, un’azienda
farmaceutica del gruppo Viatris specializzata nella produzione di integratori alimentari
a base di estratti naturali, ho avuto 'opportunita di operare attivamente all'interno del
laboratorio di Controllo Qualita (chimico e microbiologico). Qui ho potuto verificare di
persona quanto l'elemento sicurezza sia preponderante nello svolgimento del
processo produttivo.
Seguendo il flusso di produzione:

1. sono state eseguite analisi sulle materie prime per confermare i criteri di

purezza microbiologica e chimica;
2. sono state effettuate analisi per verificare se nelle miscele contenenti le

molecole in esame (berberina, monacolina K e silimarina) fossero presenti delle
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impurezze (contaminanti), derivanti dalla materia prima o dalla produzione
dell’integratore;

. determinazione quantitativa dei metalli pesanti (Piombo, Cadmio e Nichel) su
materia prima, semilavorato e prodotto finito mediante analisi in ICP-OES, per
verificare I'assenza dei suddetti metalli, che se ingeriti possono determinare
problemi all’organismo;

per tenere sotto controllo il processo di pulizia e lavaggio degli impianti di
produzione, si € reso necessario rilevare I'eventuale presenza di batteri, funghi
e lieviti ricorrendo all’'uso di tamponi sulle superfici a contatto con il prodotto o
di analisi specifiche sulle acque di risciacquo;

in aggiunta a funghi e batteri, potrebbero anche essere presenti residui di
prodotti che sono stati miscelati e confezionati precedentemente, pertanto
tramite test ELISA si sono ricercate possibili tracce di allergeni, quali glutine,
lattoglobuline, proteine di crostacei o soia;

. sono state condotte analisi specifiche sul prodotto finito per confermare |l
guantitativo di ingredienti riportato in etichetta, per escludere allergeni e per
garantire la purezza microbiologica,;

. dopo l'arrivo di un nuovo strumento € stato validato un metodo di analisi per la
determinazione del titolo di un ingrediente funzionale, tramite un processo
durato piu giorni, che ha permesso di verificare I'accuratezza, la precisione, la
linearita e la specificita;

per | prodotti contenenti le molecole in esame, descritte in introduzione, sono
stati condotti anche studi di stabilita effettuando titolazioni, per accertare che a
distanza di mesi la molecola si mantenesse costante, ossia non si modificasse
la quantita dei suoi costituenti attivi dichiarati in etichetta, i quali devono essere

garantiti con una certa percentuale fino alla data di scadenza dell'integratore.

bY

In questo elaborato di tesi & stato effettuato il monitoraggio chimico-fisico e

microbiologico routinario in un’attivita di produzione di integratori alimentari contenenti

berberina, monacolina K e silimarina, per valutare sia la conformita ai requisiti stabiliti

per legge, sia I'efficacia del piano di autocontrollo.

Lo scopo del lavoro é quello di ottenere dei risultati utili per analizzare in maniera piu

approfondita e dettagliata la qualita del processo produttivo nel suo insieme,

indagando sulle materie prime e sul prodotto finito nelle varie fasi della produzione e

sull’ambiente di lavoro, oltre che validare un metodo di analisi su un nuovo strumento.
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3. Materiali e metodi

3.1 Dalla materia prima all’integratore

Dopo aver definito cosa sia un integratore, le sue funzioni e i possibili rischi, oltre ad
avere analizzato come vengono regolamentati e come evitare l'insorgenza di non-
conformita, la domanda che sorge e: ma come viene prodotto un integratore
alimentare?

Nell’azienda in cui ho svolto attivita di tirocinio in qualita di stagista, ho potuto osservare
da vicino tutto il percorso che va dall’acquisto delle materie prime presso i fornitori, fino
ad arrivare alla messa in commercio del prodotto.

La prima fase della produzione consiste infatti nellacquisto di materie prime dal
fornitore e il successivo deposito in magazzino. Durante questa fase vengono
controllate tutte le caratteristiche descritte nella bolla e nell’ordine, in particolare la
sicurezza e l'integrita del materiale.

Vengono poi effettuati dei campionamenti per verificare che la materia prima sia
conforme; nel caso in cui lo sia, viene messa a disposizione per essere utilizzata
successivamente nel processo produttivo, mentre in caso contrario viene isolata e
messa in quarantena in quanto non-conforme.

Non é detto che le materie prime in magazzino vengano subito utilizzate. Per questo
risulta molto importante conservarle ad una data temperatura e umidita, soprattutto
perché alcune molecole piu sensibili possono modificare la loro struttura e perdere le
caratteristiche che sono alla base dell'integratore alimentare in cui verranno utilizzate.
Si passa in seguito al vero e proprio processo di produzione durante il quale le materie
prime vengono pesate e inserite in un miscelatore.

La pesata viene effettuata sotto cappa e, se utilizzate materie prime che potrebbero
contenere allergeni, si mette in atto il protocollo di pulizia completa sotto cappa, per
evitare che le future pesate possano essere contaminate da tracce di allergeni vari.
Dal miscelatore si ottiene quindi una miscela omogenea da cui si effettua un
campionamento, per verificare tutte le caratteristiche chimico-fisiche per ciascun lotto
di prodotto.

Dalla miscela si passa alla comprimitrice, il macchinario adibito alla compressione

delle polveri dell'integratore, in modo da ottenere la compressa finita. A questo punto
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vengono prelevate alcune compresse per poter svolgere le dovute analisi chimico-
fisiche poco prima del confezionamento.

Le compresse possono essere rivestite con un filmante che svolge diverse funzioni. In
alcuni casi il filmante serve semplicemente a limitare il sapore poco gradevole della
compressa, come ad esempio negli integratori contenenti berberina, essendo una
sostanza molto amara. In altri casi il filmante € utile per evitare che la compressa si
disgreghi prima di arrivare nel sito di assorbimento. Se ad esempio l'integratore deve
essere assorbito a livello intestinale, allora servira un rivestimento in grado di resistere
lungo il tragitto fino all'intestino e soprattutto al pH dello stomaco, per poi disgregarsi
e venire assorbito al raggiungimento dell’organo interessato.

Il confezionamento consiste nel sigillare le compresse in blister, inseriti poi con il
foglietto illustrativo nelle confezioni. Ciascuna confezione deve riportare
un’etichettatura in cui sono presenti tutti i dati riportati nella direttiva 2002/46/CE, cui
si e gia fatto riferimento.

Prima di essere spediti e messi in commercio, i lotti devono attendere che il laboratorio
di Controllo Qualita (QC) disponga dei risultati delle analisi effettuate per poter validare
la conformita del lotto. E necessario che il lotto disponga di convalida, sia per quanto
concerne la parte chimico-fisica che microbiologica, per poter essere sbloccato e
conseguentemente spedito e messo in vendita.

Quando una linea termina la produzione di un integratore per dare inizio ad un altro,
tutti i macchinari sono sottoposti a lavaggio ed accurata pulizia in modo da evitare
contaminazioni; in particolare si potrebbero presentare tracce di allergeni o glutine
derivate dal precedente integratore. Inoltre dopo il lavaggio, il primo lotto € sottoposto
ad analisi chimico-fisiche e microbiologiche per valutare [Iesclusione di
contaminazione dal prodotto precedente e dall’attivita di lavaggio stesso.

Quando arriva in laboratorio il campione da analizzare, un programma informatico
interno all’azienda fornisce indicazioni su tutti i test da svolgere, sia chimico-fisici che

microbiologici.
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3.2 Analisi fisiche

Alcune analisi si differenziano tra materia prima, miscela e prodotto finito, mentre altre
sono identiche o differiscono solo in qualche passaggio.

In primo luogo I'integratore alimentare sotto forma di compressa deve possedere delle
caratteristiche fisiche standard all'interno di un range stabilito, come peso, lunghezza,
durezza, spessore, friabilita, tempo di disgregazione e la perdita di peso dovuta
all’essiccamento.

Per analizzare le prime quattro era presente un tester semiautomatico per compresse
sul quale vengono posate dieci compresse. Selezionando il codice del campione, esso

misura le grandezze sopra citate e ne fa la media.

N

Fig. 3.1 Tester semiautomatico per compresse.

Per calcolare la friabilita si pesano dieci compresse e si inseriscono all’interno di uno
strumento chiamato friabilator (USP) a forma di ruota che compie 100 giri; I'attrito che
si forma tra le compresse e la superficie dello strumento determina un distaccamento
della polvere dal campione.

Si pesano poi huovamente le dieci compresse e si calcola la percentuale di friabilita
del campione tramite la formula (Peso Iniziale — Peso Finale) / Peso Iniziale e lo si

moltiplica x100.
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Fig. 3.2 Friabilator (USP).

Per calcolare la perdita di peso, nel caso della materia prima e della miscela, si prende
un grammo di polvere e la si inserisce in una bilancia termica che calcolera la perdita
di umidita del campione; nel caso invece si tratti di una compressa bisogna prima
tritarla per renderla polvere e successivamente si procede come per la materia prima

e la miscela.

Fig. 3.3 Bilancia termica.

Per calcolare il tempo di disgregazione si utlizza uno strumento chiamato
disgregatore, nel quale sono presenti due braccia che si muovono verso l'alto ed |l
basso, collegate a due cellette al cui interno possono essere posizionate sei

compresse ciascuna. Le cellette vengono inserite in becker contenenti acqua o
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soluzioni che imitano le condizioni di pH all'interno dell’apparato gastrointestinale, e
mantenute alla temperatura di circa 36/37°C.

Dopo avere inserito le compresse nelle cellette, si aggiungono dei pesetti in modo da
evitare che fuoriescano, ed anche al fine di favorire la simulazione dei movimenti
peristaltici.

Ogni prodotto ha tempi di disgregazione diversi e alcune tipologie di integratori

alimentari, che devono resistere al pH dello stomaco, possono impiegare anche due
ore.

[y

Fig. 3.4 Disgregatore.

Andando piu nello specifico, per poter determinare quantitativamente berberina,
monacolina K e silimarina nei vari integratori, bisogna utilizzare per ognuna di esse
uno specifico metodo che permette di estrarre la molecola che si intende analizzare,
per poterla esaminare tramite HPLC-UV (Cromatografia Liquida ad Alta Prestazione).
Si tratta di una tecnica cromatografica grazie alla quale € possibile separare due o piu
composti presenti in un solvente, sfruttando I'equilibrio di affinita tra una "fase
stazionaria" posta all’interno della colonna cromatografica e una "fase mobile" che
fluisce attraverso essa. Una sostanza piu affine alla fase stazionaria che alla fase

mobile impiega un tempo maggiore a percorrere la colonna cromatografica (tempo di
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ritenzione), rispetto ad una sostanza con bassa affinita per la fase stazionaria ed alta
per la fase mobile.

Il campione da analizzare é iniettato all'inizio della colonna cromatografica dove &
"spinto” attraverso la fase stazionaria dalla fase mobile applicando pressioni dell'ordine
delle centinaia di atmosfere. Per ottenere un’elevata efficienza nella separazione &
necessario che le dimensioni delle particelle del riempimento siano molto ridotte (di
solito hanno diametri compresi da 3 a 10 um); per questo motivo € indispensabile
applicare un’elevata pressione se si vuole mantenere una ragionevole velocita di
flusso dell’eluente e quindi un tempo di analisi adeguato.

Alla fine della colonna €& applicato un rilevatore (RI, UV-VIS, spettrofluorimetrico,
spettrometro di massa) e un calcolatore che permettono un’analisi in continuo
dell’uscita della colonna e dunque di poter quantificare e/o identificare le sostanze
iniettate tramite apposito cromatogramma. Nel nostro caso é stato utilizzato un
rilevatore UV-VIS.

Fig. 3.5 HPLC-UV.

Durante la preparazione dei campioni spesso si ricorre all’uso di sostanze tossiche per
poter estrarre la molecola in esame; per questo motivo, dopo aver effettuato la
pesatura, la maggior parte delle azioni viene svolta sotto cappa.
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3.3 Determinazione cromatografica della berberina cloruro nella

materia prima e nel prodotto finito

Materiali
e Acqua deionizzata
e Metanolo
e Acido orto-fosforico 85%
e Bilancia termica
e HPLC-UV UlitMate 3000
e Colonna: Kinetex C-18 100*3.0mm — 2.6 pm, 100 A
e Precolonna: Phenomenex C18 4*2mm
e Eluente A: Metanolo

e Eluente B: Acido ortofosforico 0.1% in acqua

Procedimento

Preparazione soluzione standard

Essiccare a 105°C fino a peso costante tramite bilancia termica almeno 500 mg di
polvere di Berberina cloruro standard.

In un matraccio da 50 mL introdurre 50 mg accuratamente pesati di berberina cloruro
standard essiccata, sciogliere e portare a volume con metanolo (soluzione madre). In

un matraccio da 20 mL diluire con metanolo 2 mL di soluzione madre.

Soluzioni campione materia prima

Essiccare a 105°C fino a peso costante tramite bilancia termica almeno 1000 mg di
polvere di materia prima.

In un matraccio da 50 mL introdurre 50 mg accuratamente pesati di materia prima
essiccata, sospendere e portare a volume con metanolo. Lasciare in agitazione
magnetica per 15 minuti, quindi filtrare con filtro di carta banda blu. In un matraccio da
20 mL diluire con metanolo 2 mL della soluzione filtrata.

Soluzioni campione compresse

Tritare finemente, dopo averne calcolato il peso medio, dieci compresse.
In un matraccio da 50 mL introdurre 100 mg accuratamente pesati di polvere,

sospendere e portare a volume con metanolo. Lasciare in agitazione magnetica per
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15 minuti, quindi filtrare con filtro di carta banda blu. In un matraccio da 20 mL diluire
con metanolo 2 mL della soluzione filtrata.

Si preparano almeno due soluzioni indipendenti.

Risultati

Materia Prima

Il contenuto di berberina cloruro nella materia prima si calcola come media di almeno
due determinazioni indipendenti. Per ognuna il titolo percentuale é calcolato con la

seguente formula:

Ac - Pgra .

P
Acea " Pe

% Berberina Cloruro =

Dove:

Ac = area del picco della berberina cloruro nella soluzione campione;
Astd = area media del picco della berberina cloruro nella soluzione
standard;

Psta = peso dello standard, in mg;

Pc = peso della polvere campione analizzata, in mg;

P = purezza della berberina cloruro standard, in %.

Prodotto finito

Il contenuto di berberina cloruro nel prodotto finito si calcola come media di almeno
due determinazioni indipendenti. Per ognuna il titolo percentuale & calcolato con la
seguente formula:

ﬂc ) Pstd - PM

% Berberina Cloruro =
& Astd ) Pf: ) Ct

Dove:
Ac = area del picco della berberina cloruro nella soluzione campione;
Astd = area media del picco della berberina cloruro nella soluzione standard;
Psta = peso dello standard, in mg;
Pc = peso della polvere campione analizzata, in mg;
P = purezza della berberina cloruro standard, in %;
PM = peso medio del lotto di compresse analizzato, in mg;

Ct = contenuto teorico di berberina cloruro per compressa, pari a 500 mg.
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3.4 Determinazione cromatografica della monacolina K nella materia

prima e nel prodotto finito

Materiali
e Acetonitrile
e Acido orto-fosforico 85% (H3POa)
e Metanolo
e Acqua deionizzata
e Mevinolina standard o Lovastatina standard
e Diluente: Metanolo/Acqua (75:25) (v/v)
e Colonna: Pursuit XRs C8 5 um 250*4.6 mm
e Precolonna: Phenomenex C18 4*3mm
e Eluente A: Acetonitrile

e Eluente B: Acido ortofosforico 0.1%

Procedimento

Preparazione soluzione standard

In matraccio ambrato da 50 mL si introducono circa 10 mg esattamente pesati di
monacolina K standard, si scioglie e si porta a volume con metanolo 75%. Si sonica in
bagno ad ultrasuoni per un’ora. La soluzione standard pud essere conservata in

freezer.

Fig. 3.6 Sonicatore.
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Soluzioni campione materia prima

In un matraccio ambrato da 50 mL si introducono circa 350 mg accuratamente pesati
e si aggiungono 25 mL di metanolo 75% con una pipetta a doppia tacca o con
dispenser automatico. Si lascia in agitazione magnetica per 10 minuti e quindi si sonica
per un‘ora a 40°C. Si filtra la sospensione con filtro a membrana in PVDF

(Polivinilidenfluoruro) da 0.45 pum. Si preparano almeno tre soluzioni indipendenti.

Soluzioni campione compresse 1

Polvere T: si tritano finemente con mulino analitico, dopo averne calcolato il peso

medio, dieci compresse.

Fig. 3.7 Mulino analitico.

In un matraccio ambrato da 50 mL si introduce circa la quantita di miscela o di polvere
T indicata nel metodo, accuratamente pesata, e si aggiungono 25 mL di metanolo 75%
con una pipetta a doppia tacca o con dispenser automatico. Si lascia in agitazione
magnetica per 10 minuti e quindi si sonica per un’ora a 40°C. Si congela per 30 minuti.
Si filtra la sospensione con filtri a membrana in PVDF da 0.45 um.

Si preparano almeno due soluzioni indipendenti.

Soluzioni campione compresse 2

Polvere T: si tritano finemente con mulino analitico, dopo averne calcolato il peso

medio, dieci compresse.

41



In un matraccio tarato ambrato da 50 mL si introduce circa la quantita di miscela o di
polvere T indicata nel procedimento accuratamente pesata e si aggiungono 25 mL di
metanolo 75% con una pipetta a doppia tacca o con dispenser automatico. Si lascia in
agitazione magnetica per 10 minuti e quindi si sonica per un’ora a 40°C. Si congela
per 30 minuti. Si centrifuga 10 minuti a 5000 rpm e si filtra la sospensione con filtri a
membrana in PVDF da 0.45 um. Si preparano almeno due soluzioni indipendenti.

Si considera 'Area totale della monacolina K data dalla somma delle Aree dei picchi
delle forme MKA, MKL e MKM per la materia prima e per il prodotto finito. Il picco

relativo a DMK non viene utilizzato nelle analisi di routine.

Materia Prima

Il titolo percentuale di monacolina K nel campione materia prima si calcola come media
di almeno due determinazioni indipendenti. Per ognuna il titolo percentuale e calcolato

con la seguente formula:

% Monacolina K = A Pota
Agea P~ f
Dove:
Ac = area totale dei picchi della monacolina K nella soluzione campione;
Astd = area totale media dei picchi della monacolina K della soluzione standard,;
Psta = peso dello standard, in mg;
Pc = peso del campione analizzato, in mg;
P = purezza della Monacolina K standard in %;

f = fattore di diluizione, pari a 2.

Prodotto finito

Il titolo percentuale di monacolina K nel campione prodotto finito si calcola come media
di almeno due determinazioni indipendenti. Per ognuna il titolo percentuale e calcolato

con la seguente formula:

A_-P,q PM
Astd'Pc'Ct'f

% Monacolina K =
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Dove:
Ac = area totale dei picchi della monacolina K nella soluzione campione;
Astd = area totale media dei picchi della monacolina K della soluzione standard,;
Pstd = peso dello standard, in mg;
Pc = peso del campione analizzato, in mg;
P = purezza della monacolina K standard in %;
PM = peso medio del lotto di compresse analizzato, in mg;
Ct= contenuto teorico di monacolina K per compressa, in mg;

f = fattore di diluizione, pari a 2.

3.5 Determinazione quantitativa UHPLC della silimarina nella

materia prima e nel prodotto finito

Materiali
e Acqua deionizzata
e Metanolo
e Acido orto-fosforico 85%
e Colonna: Zorbax Eclipse Plus RRHT C18 1.8 micron 50*3.0 mm
e Precolonna: Phenomenex C18 4*3.0 mm
e Eluente A: 70 mL Acqua + 30 mL Metanolo + 0.1 mL Acido o-fosforico

e Eluente B: 30 mL Acqua + 70 mL Metanolo + 0.1 mL Acido o-fosforico

Procedimento

Preparazione dello standard

In un matraccio tarato ambrato da 50 mL introdurre circa 12 mg esattamente pesati di
silibinina standard, sciogliere e portare a volume con metanolo. Si tappa e si lascia in

agitazione magnetica per 10 minuti. Si sonica in bagno ad ultrasuoni per 30 minuti.

Preparazione del campione materia prima

In matraccio tarato ambrato da 50 mL introdurre circa 60 mg accuratamente pesati di
silimarina materia prima, si diluisce e si porta a volume con metanolo. Si lascia in
agitazione magnetica per 10 minuti. Si sonica in bagno ad ultrasuoni per 30 minuti. Si
filtra con filtri a membrana PVDF da 0.22 mcm. Si preparano almeno due soluzioni

indipendenti.
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Preparazione del campione prodotto finito

Polvere T: tritare finemente, dopo averne calcolato il peso medio, dieci compresse.

In un matraccio da 50 mL introdurre circa 150 mg di miscela o di polvere T,
accuratamente pesata. Si diluisce e si porta a volume con metanolo. Si lascia in
agitazione magnetica per 10 minuti e quindi si sonica in un bagno ad ultrasuoni per 30
minuti. Si filtra la sospensione con filtri a membrana PVDF da 0.22 mcm. Si preparano

almeno due soluzioni indipendenti.

Risultati

Materia prima

Il contenuto di silimarina & determinato considerando l'area totale ottenuta dalla
somma delle aree dei picchi di silicristina, silidianina A e B, silibinina A e B, isosilibinina
AeB.

Il titolo percentuale di silimarina totale nella materia prima si calcola come media di
almeno due determinazioni indipendenti. Per ognuna il titolo percentuale e calcolato

con la seguente formula:

% Silimarina UV =% Silimarina UPLG * f= 25 Pt spx_100
Ast"Pc 100 -pp

Dove:
Ac = area totale silimarina nella soluzione campione;
Ast = area media silibinina nella soluzione standard,;
Pst = peso della silibinina standard, in mg;
Pc = peso della materia prima campione analizzata, in mg;
P = purezza della silibinina standard, in percentuale;
pp = perdita peso del campione, in percentuale;
f = fattore di conversione UPLC—UV (Pharmeuropa), pari a 1.3;

Ct = contenuto teorico silimarina per singola dose, pari a 210 mg.

44



Prodotto finito

Il contenuto di silimarina nelle compresse si calcola come media di almeno due
determinazioni indipendenti. Per ognuna il contenuto e calcolato con le seguenti
formule:

Ac™Pst*PM “p

% Titolo Silimarina UV =%Titolo Silimarina UPLC *f=———M
Ast™Pc™ Cif

Dove:
Ac = area totale silimarina nella soluzione campione;
Ast = area media silibinina nella soluzione standard,
Pst = peso della silibinina standard, in mg;
Pc = peso della polvere campione analizzata, in mg;
PM = peso medio del lotto di compresse, in mg;
P = purezza della silibinina standard, in percentuale;
f = fattore di conversione UPLC—UV (Pharmeuropa), pari a 1.3;

Ct = contenuto teorico silimarina per singola dose, pari a 210 mg.

3.6 Determinazione quantitativa dei metalli pesanti (Piombo, Cadmio
e Nichel) su materia prima, semilavorato e prodotto finito mediante
analisi in ICP-OES

Materiali
e Microwave digestion system Multiwvave Go Anton Paar (LCH139)
e HNOs3s conc. 69%
e H20230%
e H20 deionizzata
e Argon
e Azoto
e Aria

e Soluzione standard multielementare
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Procedimento

Bianco di calibrazione

Prima di effettuare le letture di analisi si legge un bianco di calibrazione. Quest’ultimo
verra sottratto dallo strumento eliminando possibili interferenze derivanti dalle

sostanze di preparazione. Il bianco di calibrazione consiste in acqua deionizzata.

Soluzione standard

Si preparano per diluizione dalla soluzione madre standard, alla concentrazione di 10

ppm, quattro soluzioni indipendenti a concentrazione crescente.

e Standard 1: prelevare 0.1 mL di soluzione madre da 10 ppm e trasferirli in un
matraccio da 1000 mL portando a volume con acqua in modo da ottenere una
soluzione alla concentrazione di 0.001 ppm.

e Standard 2: prelevare 0.1 mL di soluzione madre da 10 ppm e trasferirli in un
matraccio da 100 mL portando a volume con acqua in modo da ottenere una
soluzione alla concentrazione di 0.01 ppm.

e Standard 3: prelevare 1 mL di soluzione madre da 10 ppm e trasferirli in un
matraccio da 100 mL portando a volume con acqua in modo da ottenere una
soluzione alla concentrazione di 0.1 ppm.

e Standard 4: prelevare 5 mL di soluzione madre da 10 ppm e trasferirli in un
matraccio da 100 mL portando a volume con acqua in modo da ottenere una

soluzione alla concentrazione di 0.5 ppm.

Soluzioni campione materia prima

Introdurre all’interno di un vessel del sistema a microonde 500 mg di materia prima
accuratamente pesata, aggiungere 6 mL di HNOs con 69% e 1 mL di H202 al 30%.
Chiudere ciascun vessel e posizionarlo all'interno del rotore del sistema a microonde,
impostare la sequenza di analisi utilizzando il programma di digestione “Metalli
Pesanti”. Lasciar raffreddare e diluire con 50 mL di acqua demineralizzata, filtrare con

filtri PVDF 0.45 pm. Infine, analizzare la soluzione all'lCP ottico.

Soluzioni semilavorato e prodotto finito

Introdurre all'interno di un vessel del sistema a microonde 500 mg accuratamente
pesato di semilavorato o prodotto finito. Successivamente aggiungere 6 mL di HNO3
con 69% e 1 mL di H20:2 al 30%. Chiudere ciascun vessel e posizionarlo all'interno del
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rotore del sistema a microonde, impostare la sequenza di analisi utilizzando il
programma di digestione “Metalli Pesanti”. Lasciar raffreddare e diluire a 50 ml con
acqua demineralizzata, si filtra con filtri PVDF 0.45 um. Effettuare una diluizione 1:2 e

analizzare la soluzione all’ ICP ottico.

Risultati
La misurazione viene fatta mediante una tripla lettura per ogni metallo che si deve

determinare alle condizioni analitiche sotto riportate.

e Lunghezza d'onda Cd: 228.802 nm
e Flusso Gas plasma: 15 L/min

e Flusso Aux: 0.2 L/min

e Flusso Neb: 0.6 L/min

e Potenza: 1400 Watt

e Flusso pompa: 1.5 ml/min

e Tipo di visualizzazione: assiale

e Numero di repliche: 3

e Delay time: 60

3.7 Analisi microbiologiche
Oltre alla parte di analisi chimiche e fisiche, vengono effettuate anche analisi
microbiologiche per accertarsi che non siano presenti agenti patogeni negli integratori
alimentari che poi verranno messi in commercio.
| terreni principalmente utilizzati sono il TSA (Tryptic Soy Agar) per i batteri e SDA
(Sabouraud Dextrose Agar) per funghi e lieviti.
La validazione dei lotti richiede tre giorni per i batteri e cinque giorni per funghi e lieviti,
dovuto ai tempi di crescita diversi tra i vari microorganismi.
| patogeni che si vanno a ricercare sono principalmente microorganismi che possono
provocare danni all’organismo, se ingeriti.
Si tratta nello specifico di:

e E.coli

e S.Aureus

e Salmonella

e muffe e lieviti
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3.7.1 Preparazione Terreni

Prima di poter andare a piastrare i possibili microrganismi presenti nelle compresse, e
necessario preparare i terreni di coltura.

Solitamente vengono venduti in polvere e bisogna reidratarli in un volume noto
descritto sull’etichetta del contenitore del terreno.

Spesso le misure sono rapportate a 1000mL; disponendo pero da prassi di bottiglie da
1000 mL é preferibile riempirle di acqua deionizzata solo fino ad 800 mL e rapportare
il terreno da pesare a quel volume. Questo perché, dopo aver pesato la giusta quantita
di terreno e averlo inserito nelle bottiglie, si deve effettuare un passaggio in autoclave
per eliminare ogni possibile microrganismo presente nei terreni.

L’autoclave & uno strumento adibito alla sterilizzazione e nel nostro caso viene
utilizzato per i terreni di coltura. Viene impostato a 121°C per 15 minuti alla pressione
di 1 atm.

3.7.2 Preparazione campione

Per fare in modo che i microorganismi presenti sul campione possano crescere e
importante eliminare i conservanti, che agiscono andando ad impedirne la
riproduzione.

Per questo motivo si usa un diluente specifico, preparato in modo simile ai terreni e
anch’esso sterilizzato in autoclave.

Si pesano 5 mg di campione e si sciolgono in 50 mL di diluente precedentemente
preparato. Non bisogna lasciare per troppo tempo il campione nel diluente prima della
semina, altrimenti si potrebbero alterare i risultati. E fondamentale siglare le piastre e

predisporre tutto I'occorrente prima della preparazione del campione.

3.7.3 Semina su piastra

Per la semina su piastra vengono utilizzate piastre Petri, sulle quali si devono indicare
tipologia di terreno di coltura, data e numero campione.

La semina avviene sia su SDA che su TSA, quindi per ogni campione vengono
utilizzate due piastre. Prima si preleva 1 mL e si inserisce nella piastra vuota, poi viene
colato il terreno di coltura. Si lascia raffreddare per solidificare il terreno e a seguire si
inseriscono le piastre di SDA in un incubatore a 25°C, ideale per la crescita di lieviti e
muffe, mentre le piastre di TSA vengono inserite in un incubatore a 35°C, ideale per la

crescita dei batteri.
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3.7.4 Test ELISA

Il saggio immunoassorbente legato ad un enzima (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), il cui acronimo é ELISA, e una tecnica biomolecolare moto diffusa, ad alta
sensibilita.

E una tecnologia affidabile per rilevare eventuali agenti patogeni, caratterizzata da una
esecuzione rapida che si basa sull'utilizzo di antigeni ed anticorpi marcati con un
enzima, generalmente la perossidasi (HRP), una molecola del gruppo delle
ossidoreduttasi con attivita antiossidante, la quale agisce da catalizzatore di una
reazione di ossido-riduzione.

Il test ELISA consente la rilevazione e l'identificazione qualitativa e quantitativa di una
sostanza specifica, dosandola mentre si lega ad un’altra che ne rileva la presenza.
Le analisi effettuate si basano sulla tecnologia sandwich a fase solida, dove gli
anticorpi contro I'antigene di interesse sono legati ai micropozzetti. Dopo il legame con
'antigene viene inserito I'enzima coniugato, che si lega al complesso antigene-

anticorpo in un tutt’'uno, dando la tipica forma di sandwich.

Anticorpo di cattura sulla placca

Antigene virale assorbito sulla placca Y Y Y

Anticorpo coniugato viene aggiunto Antigene viene catturato se presente

?

Anticorpo coniugato viene aggiunto

Quindi rivelazione con aggiunta
di reagente colorato

’ .O

v

Rivelazione dopo aggiunta di

«1o4
<«

reagente colorato * 0 * e * 6
W oW oW TS e
— » — \ A |
ELISA diretto ELISA sandwich

Fig. 3.8 Schema riassuntivo ELISA sandwich diretto (www.microbiologiaitalia.it).
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Nel nostro caso sono stati utilizzati kit specifici contenenti sia i reagenti che tutti i
materiali da utilizzare per le analisi che si vogliono effettuare.

Nellambito del controllo qualita viene impiegato per individuare la presenza di
eventuali allergeni, come glutine, B-lattoglobuline, proteine di crostacei o soia, derivanti
da altri prodotti aziendali.

| risultati ottenuti con i test ELISA possono essere espressi come alimento intero, come
proteine totali, solubili o0 come proteina specifica. Ad esempio nel caso dell’arachide i
risultati vengono solitamente espressi come arachide, come proteine totali o solubili,
oppure come specifica proteina allergizzante (es. Ara hl); nel caso del latte, come latte
in polvere scremato, come beta-lattoglobulina o caseina. Ovviamente il risultato
espresso secondo una di queste basi differira notevolmente dagli altri. Dal punto di
vista della tutela della salute pubblica I'espressione dei risultati come mg di alimento
allergizzante per kg di derrata alimentare € probabilmente il piu appropriato, in quanto
i valori soglia sono solitamente studiati come quantita di alimento tollerabile. La norma
europea UNI EN 15633-1 dell'aprile 2009, relativa alla ricerca di allergeni alimentari
mediante metodi immunologici, stabilisce che i risultati debbano essere espressi in
termini di quantita totale di alimento allergenico (mg/kg) o in termini di proteina, con un
idoneo fattore di conversione che ne consenta la trasformazione in peso totale di
alimento allergenico (norma europea UNI EN 15633-1, 2009). Talvolta I'individuazione
di un appropriato fattore di conversione € ragionevolmente semplice: € questo il caso
di alimenti il cui contenuto proteico € sufficientemente definito e con una variabilita

contenuta.

Glutine

Il glutine & un complesso proteico presente in alcuni cereali, quali frumento, segale,
orzo, farro, spelta, grano Khorasan (spesso in commercio come KAMUT)), triticale.

La prolamina € una delle frazioni proteiche che costituiscono il glutine ed é la
responsabile dell’effetto tossico nel celiaco.

Si riporta qui di seguito la definizione di glutine e prolamine presente nello Standard
del Codex Alimentarius sugli alimenti a fini dietetici speciali per persone intolleranti al
glutine (Ministero della Salute, Codex Alimentarius, Recommended International Code

of practice general principles of food hygiene, Rev 4-2003).
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Il glutine e definito come la frazione proteica di frumento, segale, orzo, avena, kamut,
spelta, triticale o i loro ceppi ibridati o da essi derivati, insolubile in acqua e 0,5M NaCl,
alla quale i celiaci sono intolleranti.

Le prolamine sono definite come le frazioni del glutine che possono essere estratte da
etanolo al 40-70%. La prolamina da frumento € la gliadina, da segale € la secalina, da
orzo € I'ordeina e da avena & l'avenina.

Il contenuto di prolamina nel glutine & considerato generalmente del 50% circa. (fonte
AIC, Associazione Italiana Celiachia).

L’anticorpo G12 rappresenta la prossima generazione di test del glutine, poiché prende
di mira i peptidi tossici che innescano reazioni autoimmuni nelle persone affette da
celiachia. Si tratta di un anticorpo monoclonale sviluppato contro il peptide
immunotossico 33-meri della frazione di gliadina presente nel glutine.

| risultati ottenuti dai sistemi di test immunochimici basati sullanticorpo G12
dovrebbero essere considerati piu vicini all'ideale di un test di sicurezza alimentare,
poiché stabiliscono l'importante legame tra la malattia celiaca e il rilevamento dei
peptidi immunotossici.

Per soddisfare i requisiti di legge (Regolamento di esecuzione (UE) n. 828/2014), in
base ai quali viene permesso alle aziende di riportare la dicitura “senza glutine” in
etichetta qualora ci sia assenza di ingredienti contenenti glutine, a garanzia del
processo produttivo entro limiti dei 20 ppm, il kit € in grado di rilevare livelli di glutine
pari a 20 mg/kg.

B-lattoglobuline

L’allergia al latte bovino & una delle allergie piu diffuse nel mondo. Circa il 3% del latte
bovino € composto da proteine, delle quali circa il 18% sono proteine del siero del latte.
La maggior parte di proteine contenute in questa frazione sono le B-lattoglobuline, il
principale allergene; per questo motivo il rilevamento di loro tracce risulta
fondamentale nella produzione di prodotti da ingerire.

AILI (www.associazioneaili.it), associazione che rappresenta la categoria degli

intolleranti al lattosio in Italia e tutela questi soggetti, ritiene che un prodotto é:

® senza lattosio se contiene nella sua composizione:
<0.01% =<0.01 gr/100 gr =< 10 mg/100 gr = <100 ppm
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® a basso/ridotto contenuto di lattosio se contiene nella sua composizione:
<0.1% =< 0.1 gr/100 gr
® naturalmente privo di lattosio: se non contiene ingredienti lattei al suo interno,

fatta eccezione per alcuni tipi di prodotti lattiero-caseari.

Crostacei

Le allergie ai crostacei possono svilupparsi a qualsiasi eta ma spesso compaiono negli
adulti. La principale proteina responsabile dell’allergia €& la tropomiosina, una proteina
muscolare.

La tropomiosina é stabile al calore e pertanto puo determinare reazioni cliniche dopo
il consumo di crostacei e molluschi, sia crudi che cotti. Fenomeni di cross-reattivita
sono stati osservati non solo tra i diversi crostacei (aragosta, granchio, ecc.) e
molluschi (seppie, ecc), ma anche con aracnidi (acari della polvere) ed alcuni insetti
(scarafaggi), (Besler M. et al., 2001).

Soia

La soia &€ un legume composto per il 39% della massa totale di proteine nutritive.

Gli allergeni principali tipici della soia sono Gly m3, Gly m4, Glycinin e Trypsin-inhibitor.
Relativamente alla stabilita ai trattamenti tecnologici, la soia mantiene il suo potenziale
antigenico, ovvero la capacita di legare le IgE circolanti, anche dopo trattamenti termici
a varie temperature e per tempi diversi. L'olio di soia, in cui la rettifica determina
I'allontanamento della frazione proteica, risulta tollerato dalla maggioranza dei soggetti
allergici (Pastorello E. e Ortolani C., 1997). Piu a rischio di causare allergia, sia pur
raramente, € la lecitina di soia.

Per quanto riguarda le preparazioni contenenti fitosteroli/stanoli ottenuti a partire dalla
soia, 'EFSA ritiene che, in considerazione della natura della materia prima, che € un
olio di soia raffinato, e dei successivi trattamenti produttivi impiegati per ottenere il
prodotto finale, sia piuttosto improbabile che questi prodotti contengano residui di
allergene in quantita tali da causare reazioni allergiche severe nei soggetti allergici alla
soia (The EFSA Journal, 2007).
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A) ELISA test kit per glutine

Contenuto del kit:
e 96 micropozzetti legati all’anticorpo;
e 5 fiale da 1,2 mL ciascuna di glutine standard del kit 0, 4, 20, 80 e 200 ppm
(parti per milione);
e una bottiglia contenente una soluzione da 12 mL di enzima coniugato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 15 mL di substrato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 15 mL di stop solution;
e una bottiglia di 110 mL di extraction buffer;
e una bottiglia di 20 mL di diluition buffer concentrata 5X;

e una bottiglia di 60 mL di wash buffer concentrata 10X.

Preparazione Buffer
e Etanolo 80%: aggiungere 120 mL di etanolo in 30 mL di acqua distillata per
ottenere 150 mL di etanolo all’'80%.
e Diluition buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:5 della soluzione 5X
presente nel kit aggiungendo 20 mL di soluzione 5X a 80 mL di acqua distillata.
e Wash buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:10 della soluzione 10X
presente nel kit aggiungendo 10 mL di soluzione 10X al 90 mL di acqua

distillata.

Preparazione del campione

Per i campioni solidi 5 g di prodotto da analizzare vengono ridotti in polvere con
I'utilizzo del mortaio. Di questi 5 g ne vengono prelevati 0,25 g ed inseriti nel test tube,
che deve avere una capacita minima di 10 mL; si aggiungono poi 2,5 mL di extraction
buffer (il buffer deve essere aggiunto sotto cappa e si scioglie il campione utilizzando
il Vortex).

Incubare a 50°C per 40 minuti vortexando regolarmente.

Trascorsi 40 minuti far raffreddare la soluzione fino a temperatura ambiente e
successivamente aggiungere 7,5 mL di etanolo 8% preparato precedentemente.
Scuotere il campione per 60 minuti a temperatura ambiente, centrifugare poi a 2000 g
per 10 minuti per ottenere il supernatante. Prelevare il supernatante e trasferirlo in una

nuova provetta, diluirlo 1:10 con il diluition buffer preparato precedentemente.
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Procedura dell’analisi

Predisporre un numero adeguato di micropozzetti in base al numero di campioni
('analisi viene sempre svolta in doppio, quindi sia per ogni standard che per ogni
campione vengono inseriti due pozzetti).

Inserire 100 pL di standard e campioni nei pozzetti appropriati e incubare per 20 minuti.
Lavare con il wash buffer riempiendo i pozzetti e poi scartando il buffer per 5 volte; ci
si puo aiutare dopo i 5 lavaggi con un panno di carta, tamponando per eliminare il
buffer rimanente.

Aggiungere in ogni micropozzetto 100 pL di enzima coniugato, incubare per 20 minuti
e ripetere il lavaggio.

La procedura richiede poi di aggiungere 100 uL di soluzione contenente il substrato e
di incubare 20 minuti al riparo dalla luce.

Per l'ultimo passaggio, dopo i 20 minuti di incubazione, non bisogna procedere al
lavaggio, ma aggiungere subito 100 pL di stop solution, in modo da fermare I'attivita
enzimatica e non dare falsi positivi. Con la stop solution il colore della soluzione nei
micropozzetti vira da blu a giallo.

Tramite lo spettrofotometro si pud leggere ad una lunghezza d’'onda di 450 nm
'assorbanza e la concentrazione della molecola in analisi (nel nostro caso il glutine),
presente nei micropozzetti.

Il kit utilizzato ha un range di lettura tra 4 e 200 ppm.

B) ELISA test kit per B-lattoglobuline

Contenuto del kit:
e 48 micropozzetti legati all’anticorpo;
e 5 fiale da 4 mL ciascuna di glutine standard del kit 0, 10, 40, 100 e 400 ppb
(parti per miliardo);
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di enzima coniugato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di substrato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di stop solution;
e una bottiglia di 120 mL di extraction buffer concentrata 10X;

e una bottiglia di 60 mL di wash buffer concentrata 10X.
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Preparazione Buffer
e Extraction buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:10 della soluzione 10X
presente nel kit aggiungendo 10 mL di soluzione 10X al 90 mL di acqua
distillata.
e Wash buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:10 della soluzione 10X
presente nel kit aggiungendo 10 mL di soluzione 10X al 90 mL di acqua

distillata.

Preparazione del campione

Per i campioni solidi 5 g di prodotto da analizzare vengono ridotti in polvere con
I'utilizzo del mortaio. Di questi 5 g ne viene prelevato 1 g ed inserito nel test tube; si
aggiungono poi 20 mL di extraction buffer e si scioglie il campione utilizzando il Vortex.
Incubare a 60°C per 15 minuti vortexando regolarmente ogni 2 minuti circa.
Centrifugare poi a 2000 g per 10 minuti per ottenere il supernatante. Prelevare il

supernatante e trasferirlo in una nuova provetta.

Procedura dell’analisi
Per la procedura analisi si agisce nella stessa modalita del test precedente e la lettura

avviene a 450nm.

C) ELISA test kit per crostacei

Contenuto del kit:
e 48 micropozzetti legati all'anticorpo;
e 5 fiale da 4 mL ciascuna di glutine standard del kit 0, 10, 40, 100 e 400 ppb;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di enzima coniugato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di substrato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di stop solution;
e una bottiglia di 120 mL di extraction buffer concentrata 10X;

e una bottiglia di 60 mL di wash buffer concentrata 10X.
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Preparazione Buffer
e Extraction buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:10 della soluzione 10X
presente nel kit aggiungendo 10 mL di soluzione 10X al 90 mL di acqua
distillata.
e Wash buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:10 della soluzione 10X
presente nel kit aggiungendo 10 mL di soluzione 10X al 90 mL di acqua

distillata.

Preparazione del campione

Per i campioni solidi 5 g di prodotto da analizzare vengono ridotti in polvere con
I'utilizzo del mortaio. Di questi 5 g ne viene prelevato 1 g ed inserito nel test tube; si
aggiungono poi 20 mL di extraction buffer e si scioglie il campione utilizzando il Vortex.
Incubare a 60°C per 15 minuti vortexando regolarmente ogni 2 minuti circa.
Centrifugare poi a 2000 g per 10 minuti per ottenere il supernatante. Prelevare il

supernatante e trasferirlo in una nuova provetta.

Procedura dell’analisi
Per la procedura analisi si agisce nella stessa modalita del test precedente e la lettura

avviene a 450nm.

D) ELISA test kit per soia

Contenuto del kit:
e 48 micropozzetti legati all'anticorpo;
e 5 fiale da 4 mL ciascuna di glutine standard del kit 0, 40, 100, 400 e 1000 ppb;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di enzima coniugato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di substrato;
e una bottiglia contenente una soluzione da 7.5 mL di stop solution;
e una bottiglia di 120 mL di extraction buffer concentrata 10X;

e una bottiglia di 60 mL di wash buffer concentrata 10X.
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Preparazione Buffer
e Extraction buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:10 della soluzione 10X
presente nel kit aggiungendo 10 mL di soluzione 10X al 90 mL di acqua
distillata.
e Wash buffer: preparare 100 mL di una soluzione 1:10 della soluzione 10X
presente nel kit aggiungendo 10 mL di soluzione 10X al 90 mL di acqua

distillata.

Preparazione del campione

Per i campioni solidi 5 g di prodotto da analizzare vengono ridotti in polvere con
I'utilizzo del mortaio. Di questi 5 g ne viene prelevato 1 g ed inserito nel test tube; si
aggiungono poi 20 mL di extraction buffer e si scioglie il campione utilizzando il Vortex.
Incubare a 60°C per 15 minuti vortexando regolarmente ogni 2 minuti circa.
Centrifugare poi a 2000 g per 10 minuti per ottenere il supernatante. Prelevare il

supernatante e trasferirlo in una nuova provetta.

Procedura dell’analisi
Per la procedura analisi si agisce nella stessa modalita del test precedente e la lettura

avviene a 450nm.

3.8 Validazione metodo silimarina su nuovo HPLC
Ogni analisi chimica ha bisogno di una tecnica, un metodo, una procedura ed
eventualmente un protocollo di analisi scelto in base alla necessita del committente,
come tempo di analisi, qualita e costo.
La validazione di un test di analisi permette di verificare se effettivamente e adatto a
soddisfare i requisiti per essere utilizzato in quel laboratorio in cui viene validato.
Per poter validare un metodo su di un nuovo strumento € necessario effettuare una
serie di test in modo da verificare che il metodo di validazione soddisfi i requisiti per
I'utilizzazione dello strumento, oppure debba essere modificato al fine di renderlo
operativo per quelle analisi (UNI EN ISO 9000:2000).
Dalla norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025:

e la validazione e la conferma attraverso esame e I'apporto di evidenza oggettiva

che i requisiti particolari per I'utilizzazione prevista siano soddisfatti;
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e il laboratorio deve validare i metodi non normalizzati, i metodi
sviluppati/progettati dal laboratorio, i metodi normalizzati utilizzati al di fuori del
proprio scopo e campo di applicazione prefissato, come pure estensioni e
modifiche di metodi normalizzati per confermare che i metodi siano adatti
all'utilizzazione prevista; la validazione deve essere estesa in modo da
soddisfare le esigenze di una data applicazione o di un campo di applicazione;

e il campo e l'accuratezza dei valori ottenibili da metodi validati (per esempio
I'incertezza dei risultati, i limiti di rilevazione, la selettivita del metodo, la
linearita, la ripetibilita e/o la riproducibilita, la robustezza nei confronti di
influenze esterne e/o la sensibilitd incrociata nei confronti di interferenze
provenienti dalla matrice del campione/oggetto da provare), cosi come valutati

per I'utilizzo previsto, devono corrispondere alle esigenze del cliente.

Nel caso specifico di questo elaborato di tesi il motivo della validazione del metodo é
la verifica del metodo su un nuovo strumento.

Le caratteristiche che andremo ad analizzare per confermare la validita del metodo
sono Specificita, Precisione intermedia, Linearita e Accuratezza (Desimoni E. e

Brunetti B., 2003). Per ognuna di esse si avra una diversa modalita di verifica.

Materiali
e L’HPLC utilizzato & Thermo Scientific HPLC-UV Vanquish Core.
e Colonna: Zorbax Eclipse Plus RHTT C18 50*3.0 mm 1.8 pm.
e Pre-colonna: Phenomenex C18 4 * 3.0 mm.

e Materiali presenti nel metodo della silimarina nel paragrafo 3.5.

Per le analisi si e ricorso all’'uso del metodo descritto nel paragrafo 3.5, in particolare

la parte riguardante la materia prima.

Specificita

La specificita puo essere definita come la capacita di misurare accuratamente 'analita
in presenza di interferenti. Per questa tipologia di analisi € stato utilizzato uno standard
della silimarina, una materia prima gia analizzata e gia in specifica, ed un placebo
formato da tutte le sostanze presenti negli integratori che contengono silimarina,
tranne la silimarina stessa.

Si agisce come da metodo descritto nel paragrafo 3.5, trattando anche il placebo come

un campione di materia prima.
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Precisione intermedia

La precisione intermedia € la concordanza tra risultati di prova indipendenti ottenuti
con lo stesso metodo su materiali identici, nello stesso laboratorio, dallo stesso
operatore, usando la stessa apparecchiatura e in intervalli di tempo lunghi (diverse
serie analitiche con possibilita di cambiamento del lotto dei reattivi e dei materiali di
consumo).

Per valutare questo parametro sono stati analizzati per tre giorni 6 campioni della

stessa materia prima di silimarina, utilizzando il metodo descritto nel paragrafo 3.5.

Linearita

La linearita di un metodo analitico corrisponde alla sua capacita di produrre risultati
direttamente proporzionali alla concentrazione degli analiti nei campioni, all'interno di
un determinato campo di validita.

Deve essere verificata attraverso il calcolo del coefficiente di correlazione della curva
di taratura eseguita, quando possibile, con aggiunte standard alla matrice da
analizzare. Sono generalmente accettati coefficienti di correlazione r (secondo |l
metodo dei minimi quadrati) pari almeno a 0,99.

Sono stati pertanto pesati i campioni di materia prima utilizzata nelle analisi precedenti
per la validazione, in modo da avere una concentrazione pari al 50%, 75%, 100%,
125% e 150% di materia prima nella soluzione.

Ogni campione e stato riprodotto in triplo e si e fatto uso del metodo descritto nel
paragrafo 3.5 riguardante la materia prima, con le pesate rapportate alla

concentrazione finale da ottenere.

Accuratezza

L’accuratezza ¢é il grado di concordanza tra il valore medio ottenuto a partire da un
grande insieme di risultati di prova e un valore di riferimento accettato. In generale
corrisponde alla quantita misurata di analita rispetto alla quantita nota, aggiunta ad una
matrice per valori di concentrazione che sono allinterno del campo di validita del
metodo stesso. Per I'analisi di questo parametro si & simulato il prodotto finito, andando
a pesare ogni componente della miscela del prodotto stesso, rigenerando quindi
l'integratore. Come standard non si € considerato quello presente nel metodo, ma &
stata utilizzata la materia prima analizzata nelle precedenti validazioni. La miscela
ottenuta é trattata come se fosse un normale campione seguendo il metodo descritto

per la materia prima nel paragrafo 3.5; sono stati analizzati 6 campioni indipendenti.
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4. Analisi e risultati

4.1 Determinazione cromatografica della berberina cloruro nella

materia prima

Utilizzando il metodo discusso nel paragrafo 3.3, ed in particolare la preparazione
relativa alla materia prima, si & proceduto con l'analisi di un lotto per verificare se la
titolazione della berberina cloruro fosse idonea per poi essere usata come componente
di una miscela di prodotto finito.

Nella berberina, per essere in specifica, la percentuale della titolazione deve essere
uguale o superiore all'85% per garantirne la conformita.

Come primo passaggio sono state inserite le vial di standard, di modo che lo strumento
potesse creare una curva di calibrazione su cui basare successivamente I'analisi dei
campioni di materia prima.

Lo standard €& analizzato 8 volte dal’lHPLC, ma le prime 4 misurazioni non vengono
conteggiate, in quanto funzionali al condizionamento della macchina.

La percentuale del titolo viene calcolata dallo strumento ed & rappresentata dall’area
posizionata sotto il grafico dei vari cromatogrammi; nello standard si valuta la risposta
strumentale data dall’area.

Si passa poi ai campioni di materia prima; qui di seguito (Fig. da 4.1.5 a 4.1.8) sono
stati inseriti come esempio i cromatogrammi di due campioni derivati dalla stessa
materia prima. Per ogni campione si effettuano due misurazioni indipendenti per
verificare che i risultati ottenuti non siano significativamente diversi; in caso contrario
il campione potrebbe aver subito alterazioni durante la preparazione o il processo di
analisi.

Per il primo campione sono stati individuati i titoli di 89,65 e 89,75, dai quali risulta che
mediamente il titolo percentuale del primo campione e 89,70. Essendo la media
compresa tra 85 e 90%, il primo campione € dunque da considerarsi conforme (Fig.
4.1.5e 4.1.6).

Nel secondo campione le due titolazioni corrispondono a 89,46 e 89,52 con una media
di 89,49, anch’essa compresa tra I'85 e il 90% (Fig. 4.1.7 € 4.1.8).

Sulla base dei risultati ottenuti la materia prima in oggetto potra essere utilizzata nella
miscela per prodotti finiti che contengono berberina cloruro, essendo la stessa risultata

conforme.
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[Chromatogram

500 3 230915_LC-N0B9 #5 Berberina STD SLCC6286 UV_VIS_1 WVL:235 nm
1 - Berberina cloruro - 4.897

4004
g 300

200+

100

-1 0 : T T T T T T T

0.00 1.00 2,00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time' Area Height Relative Area. Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Berberina cloruro 4.897 40.070236 466.342 100.00 98.07
Total: 40.070 466.342 100.00 98.07

Fig. 4.1.1 Cromatogramma prima misurazione STD berberina cloruro.

|Chromatogram

500 % 230915_LC-N069 #6 Berberina STD SLCC6286 UV_VIS_1 WVL:235 nm

1 1 - Berberina cloruro - 4,897

400
e
1
; 200 4

1004

.1 0 r T T T T T T T

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Berberina cloruro 4.897 40.029882 467.098 100.00 97.97
Total: 40.030 467.098 100.00 97.97

Fig. 4.1.2 Cromatogramma seconda misurazione STD berberina cloruro.
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[Chromatogram

500+

3 230915_LC-NOGO #7

Berberina STD SLCC6286

UV_VIS_1 WVL:235 nm

1 - Berberina cloruro - 4.895

1004| ¢
-10: {L T T T 1 T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
Integration Results
No. |[Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %
1 Berberina cloruro 4.895 40.049041 465.258 100.00 98.01
Total: 40.049 465.258 100.00 98.01
Fig. 4.1.3 Cromatogramma terza misurazione STD berberina cloruro.
[Chromatogram ]
500~ ! 230915_LC-N069 #8 Berberina STD SLCC6286 UV_VIS_1 WVL:235 nm
| 1 - Berberina cloruro - 4,890
J
1
400 -
)
g
£
g .
g 1
2004
e 1
100 -
-10 ] T T T v T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00.
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time ‘Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min *_mAU % %
1 Berberina cloruro 4.890 40.022802 466.018 100.00 97.95
Total: 40.023 466.018 100.00 97.95

Fig. 4.1.4 Cromatogramma quarta misurazione STD berberina cloruro.
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|Chromatogram

500 7 230815_LC-N0G9 #21 PN0032 SN2300199 A1 ‘UV_VIS_1 WVL:235 nm

1 - Berberina clonro - 4,890

200

100+

HI——X

0.00 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
Integration Results .
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1___|Berberina cloruro 4.890 37.255487 437.167 100.00 89.65
Total: 37.255 437.167 100.00 89.65

Fig. 4.1.5 Cromatogramma prima misurazione campione 1.

i '3 230915_LC-NOG9 #22 PNO0032 SN2300198 A2 UV_VIS_1 WVL:235 nm

1 - Berberina cloruro - 4. 888

100 ~
-10 - r T T T T T T T
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
|Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
fhin mAU*min mAU % %

1 Berberina cloruro 4.888 37.298380 450.382 100.00 89.75
Total: 37.298 450.382 100.00 89.75

Fig. 4.1.6 Cromatogramma seconda misurazione campione 1.




|Chromatogram

500 % 230915_LC-NO069 #11 PN0032 SN2300199 B1 UV_VIS_1 WVL:235 nm
1 - Berberina cloruro - 4.892

400 -+
%‘ 300+
4
2 200

100

.10 - r T T T T T T T

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Berberina cloruro 4.892 37.283828 439.412 100.00 89.46
Total: 37.284 439.412 100.00 89.46

Fig. 4.1.7 Cromatogramma prima misurazione campione 2.

|Chromatogram

500 - 2 230915_LC-NO6S #12

PN0032 SN2300199 B2

UV_VIS_1 WVL:235 nm

1 - Berberina cloruro - 4.892

Fig. 4.1.8 Cromatogramma seconda misurazione campione 2.

A
-103 v
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

. Time [min]

Integration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Berberina cloruro 4.892 37.307554 437.706 100.00 89.52

Total: 37.308 437.706 100.00 89.52
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4.2 Determinazione cromatografica della monacolina K nella materia
prima

Utilizzando il metodo discusso nel paragrafo 3.4, ed in particolare la preparazione
relativa alla materia prima, si € proceduto con 'analisi di un lotto di monacolina K per
verificare se la titolazione fosse idonea ad essere impiegata come componente di una
miscela di prodotto finito.

Nelle specifiche la percentuale della titolazione deve attestarsi tra I'1,7 e I'1,9% per
garantirne la conformita.

Come primo passaggio sono state inserite le vial di standard, di modo che lo strumento
potesse creare una curva di calibrazione su cui poi basare successivamente I'analisi
dei campioni di materia prima.

Lo standard €& analizzato 8 volte dal’lHPLC, ma le prime 4 misurazioni non vengono
conteggiate, in quanto funzionali al condizionamento della macchina.

Dopo aver analizzato gli standard per la retta di taratura del metodo si pud passare
alla titolazione dei campioni. Come nell’analisi precedente sono stati utilizzati come
esempio i cromatogrammi di due campioni derivati dalla stessa materia prima e per
ogni campione sono state effettuate due misurazioni indipendenti, per verificare che i
risultati ottenuti non siano significativamente diversi; in caso contrario il campione
potrebbe aver subito alterazioni durante la preparazione o il processo di analisi.

Nel primo e nel secondo campione il titolo medio e perfettamente nel range di
conformita con un valore medio di 1,81% (Fig. da 4.2.5 a 4.2.8).

Non essendoci quindi irregolarita, la materia prima del lotto analizzato potra essere

utilizzata come componente nei prodotti finiti contenenti monacolina K.
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|Chromatogram

UV_VIS_1 WVL:238 nm

" 700 % 230526 LC-NO21 #5 STD monacolina #23-515
&
'Q.
600 4 "P
500
=¥
T 400 -
8
% 300
<
200 -
100 -
# &
f'b &
h 1
10 . e e . . . :
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 220
Time [min]
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min mAU*min mAU % %
1 MKA 6.354 0.717296 6.165 1.02 1.01
3 MKL 9.592 68.179410 608.230 96.83 96.33
4 MKM 10.200 1.497736 14.071 2.13 2.12
Tolal: 70.394442 628.4656 99.46

Fig. 4.2.1 Cromatogramma prima misurazione STD monacolina K.

{Chromatogram
700 3 230526 LC-N021 #6 STD monacolina #23-515 UV_VIS_1 WVL:238 nm
'Q¢
- i
500
=
£ 400
% m j
<
200
100 4
& &
N i
102 . e =& . = . .
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 2:4.0]
Time [min] .
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min mAU*min mAU % %
1 MKA 6.354 0.767843 6.590 1.09 1.08
3 MKL 9.596 68.027014 607.578 96.60 96.11
4 MKM 10.204 1.613516 15.116 2.29 2.28
Total: 70.408373 629.283 99.48

Fig. 4.2.2 Cromatogramma seconda misurazione STD monacolina K.
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|Chromatogram

700 % 230526 LC-N021 #7 STD #23-515 UV_VIS_1 WVL:238 nm
'Q‘.?
&
600 - i
500
=
T 400
8
]
8 300
£
<< .
200 -
100
& &
& t &
103 . 2 : . : .
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 22.0
Time [min]
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min mAU*min mAU %._ %
1 MKA 6.350 0.816114 7.031 1.16 1.15
3 MKL 9.588 67.947831 604.135 96.37 96.00
4 MKM 10.200 1.730708 16.195 2.45 2.45
Total: 70.494654 627.361 99.60

Fig. 4.2.3 Cromatogramma terza misurazione STD monacolina K.

|Chromatogram

3 230526 LC-N021 #8

700 STD monacolina #23-515 UV_VIS_1 WVL:238 nm
&
‘qu
600 *P
500
o)
< 400
8
g m ]
2004
100 -
o &
» &
i e
103 . = ————— \ . : :
0.0 25 5.0 7.5 100 125 15.0 175 20.0 220
Time [min]
Titolo senza DMK ;
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min mAU min mAU % %
1 MKA 6,346 0.865574 7.429 1.23 1.22
3 MKL 9.592 67.804260 604.599 96.14 95.80
& MKM 10.200 1.841383 17.259 2.61 2.60
Total: 70.511217 629.288 99.62

Fig. 4.2.4 Cromatogramma quarta misurazione STD monacolina K.
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|Chromatogram

700 7 230526 LC-N021 #9 PN0019 PN2300141 F75 B4 A1 UV_VIS_1 WVL:238 nm
1 %l
-
600 -
500 4
=3
T 400
S 300
200+
&
100 il
&
&
;" ! l‘gﬁh
-1 0 = T T T T = T T T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 22.0
Time [min]
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min_ mAU*min mAU % %
1 MKA 6.371 11.684896 99.786 13.26 0.24
7 MKL 9.613 75.566285 677.270 85.73 1.57
10 MKM 10.225 0.084265 0.873 0.10 *_0.00
Total: 87.335446 777.930 1.81

Fig. 4.2.5 Cromatogramma della prima misurazione del primo campione.

|Chromatogram |
700 7 230526 LC-N021 #10 PN0019 PN2300141 F75 B4 A2 UV_VIS_1 WVL:238 nm
1 N
'QQ
Sl
600
500 4
2\
E 400
£ 300
<
200
100 ~
—10 o T T T T T T T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 220
Time [min]
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min mAU*min mAU % %
1 MKA 6.379 11.677356 99.505 13.25 0.24
8 MKL 9.621 75.585156 679.723 85.76 1.57
11 MKM 10.229 0.090520 0.942 0.10 0.00
Total: 87.353032 780.170 1.81

Fig. 4.2.6 Cromatogramma della seconda misurazione del primo campione.
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|Chromatogram

700

7 230526 LC-N021 #11

PN0019 PN2300141 F75 B4 B1

UV_VIS_1 WVL:238 nm

600 ~

: 2
S ea?

8
e

Absorbance [mAU]

-103 - =
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 200 220
TIQEL [min]
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min mAU*min mAU % %,
1 MKA 6.384 11.686836 99.519 13.25 0.24
7 MKL 9.625 75.622065 678.809 85.75 1.57
9 MKM 10.238 0.102511 1.063 0.12 0.00
Total: 87.411412 779.391 1.81

Fig. 4.2.7 Cromatogramma della prima misurazione del secondo campione.

|Chromatogram

700 4

7 230526 LC-N021 #12

PN0019 PN2300141 F75 B4 B2
T

UV_VIS_1 WVL:238 nm

600 -
500 -

=
3400-

3004

200

100

g
-Q&
&

-103 -
0.0 25 50 7.5 100 125 15.0 17.5 200 22.0
Time [min]
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 min mAU*min mAU % %,
1 MKA 6.392 11.687744 99.385 13.26 0.24
T MKL 9.629 75.606539 680.235 85.75 1.57
9 MKM 10.242 0.109341 1.143 0.12 0.00
Total: 87.403624 780.763 1.81

Fig. 4.2.8 Cromatogramma della seconda misurazione del secondo campione.
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4.3 Determinazione cromatografica della silimarina nella materia
prima

Facendo uso del metodo discusso nel paragrafo 3.5, ed in particolare la preparazione
relativa alla materia prima, si & proceduto con I'analisi di un lotto di silimarina per
verificare se fosse conforme alle specifiche della scheda della molecola.

A differenza della berberina cloruro e della monacolina K, il grafico della silimarina é
pil complesso e comprende molti piu picchi.

Nello standard troveremo tre picchi, le cui aree corrispondono alla silibinina A, alla
silibinina B e alla isosilibinina A, visibili nei grafici sottostanti (da Fig. 4.3.1 a 4.3.4).
Riguardo alla materia prima, invece, saranno individuati ulteriori picchi che
rappresentano la silicristina, la silidianina e la isosilibinina B (da Fig. 4.3.5 a 4.3.8).
Per ognuna di queste 6 componenti & presente un range specifico di convalida; nel
nostro caso la somma della silicristina e silidianina deve essere compresa tra il 20 e il
45%, la somma di silibinina A e B deve essere compresa tra il 40 e il 65% e la somma
di isosilibinina A e B deve essere compresa tra il 10 e il 20%.

Il totale del titolo ottenuto dalla somma di tutte le componenti analizzate deve essere
compreso tra 75 e 80,9%.

Come primo passaggio sono state inserite le vial di standard, di modo che lo strumento
potesse creare una curva di calibrazione su cui poi basare I'analisi dei campioni di
materia prima. Lo standard & analizzato 8 volte dal’lHPLC, ma le prime 4 misurazioni
non vengono conteggiate, in quanto funzionali al condizionamento della macchina.
Dopo aver analizzato lo standard, vengono inserite le vial dei due campioni derivati
dalla stessa materia prima, che saranno analizzati con due iniezioni indipendenti
ciascuno (per ogni campione si effettuano due misurazioni indipendenti per verificare
che irisultati ottenuti non siano significativamente diversi; in caso contrario il campione
potrebbe aver subito alterazioni durante la preparazione o il processo di analisi).

Sia la somma delle singole parti dei componenti che la somma totale media rientrano
nel range di conformita per il primo campione analizzato, con una media del titolo pari
a 79,37 (Fig. 4.3.5 € 4.3.6).

Anche nel secondo campione sia il titolo delle singole componenti che il titolo medio
delle due iniezioni & da ritenersi conforme, avendo la percentuale pari all’'80,14% (Fig.
4.3.7 e 4.3.8). Complessivamente il lotto di silimarina analizzato & dunque conforme e

puo essere utilizzato.
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|Chromatogram

1400

T 231109_LC-NO72 #5

STD Silibinina BCCH7824

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 4

1000 4

[mAU]

8004

4004

=103

A-6.735
~Silibinina B - 6.925

_— T T

0.00 1.25 250 375 5.00 6.25
Time [min]

Integration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo

min mAU*min mAU % %

1 Silibinina A 6.735 46.428915 495.079 45.66 58.78
2 Silibinina B 6.925 54.447733 561.731 53.54 68.93
3 Isosilibinina A 7.278 0.809630 5.573 0.80 1.03
Total: 101.686337 1062.383 128.74

Fig. 4.3.1 Cromatogramma prima misurazione STD silimarina.

[Chromatogram ]
1400 - 2 231109_LC-N072 #6 STD Silibinina BCCH7824 UV_VIS_1 WVL:288 nm
12004
1000 +

5

T 800

5 600

400 -

200 4

-104

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %,

1 Silibinina A 6.735 46.475689 494.421 45.70 58.84

2 Silibinina B 6.924 54.417664 561.161 53.51 68.89

3 Isosilibinina A 7.279 0.805455 5.547 0.79 1.02

Total: 101.698808 1061.128 128.75

Fig. 4.3.2 Cromatogramma seconda misurazione STD silimarina.
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|Chromatogram

1400 2 231109_LC-N072 #7 STD Silibinina BCCH7824 UV_VIS_1 WVL:288 nm
1 200 -
1 000
=%
T 8004
S 600
400 4
200
-104
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
1 Silibinina A 6.733 46.461699 494,373 45.65 58.82
2 Silibinina B 6.922 54.489816 561.344 53.53 68.99
3 Isosilibinina A 7.277 0.837220 " 5.658 0.82 1.06
Total: 101.788734 1061.375 128.87

Fig. 4.3.3 Cromatogramma terza misurazione STD silimarina.

|Chromatogram

1400 -

1200 4

1 000 4

Absorbance [mAU]
@
s

4 231109_LC-NO72 #8

STD Silibinina BCCH7824

UV_VIS_1 WVL:288 nm

400

200

.‘i LVE

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Silibinina A 6.735 46.439615 494.220 45.59 58.79
2 Silibinina B 6.923 54.591787 560.521 53.60 69.11
3 Isosilibinina A 7.278 0.822425 5.602 0.81 1.04
Total: 101.853827 1060.343 128.95

Fig. 4.3.4 Cromatogramma quarta misurazione STD silimarina.
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|[Chromatogram

1400 -

7 231109_LC-NO72 #9

PN0106 PN2300252 A1

UV_VIS_1 WVL:288 nm
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12004 e
E
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i B
a00] * 8 -
¥
200
1
-10+ —_—
_— : 7
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min] .
|Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.353 51.172993 384.544 16.94 13.78
3 Silidianina 5.710 39.478774 355.249 13.07 10.63
4 Silibinina A 6.735 58.158300 626.031 19.25 15.66
5 Silibinina B 6.927 100.697847 1013.328 33.34 27.12
6 Isosilibinina A 7.280 27.809088 347.260 9.21 7.49
7 |Isosilibinina B 7.393 16.450608 169.771 5.45 4.43
Total: 293.767609 2896.182 79.12

Fig. 4.3.5 Cromatogramma prima misurazione primo campione.

|Chromatogram

1 400

7 231109_LC-NO72 #10

PN0106 PN2300252 A2

UV_VIS_1 WVL:288 nm
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< 800 5
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g g £ al &
v w Y
600 - 3 <
5 1|k
3 = =
400 - o 2
|
200 -
-104
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10,00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.355 61.510973 388.043 16.95 13.87
3 Silidianina 5.710 39.730654 358.066 13.07 10.70
4 Silibinina A 6.737 58.558936 629.749 19.26 15.77
5 Silibinina B 6.928 101.278329 1019.209 33.32 27.28
6 Isosilibinina A 7.282 28.096387 349.182 9.24 7.57
7 Isosilibinina B 7.395 16.461886 170.939 5.42 4.43
Total: 295.637166 2915.188 79.62

Fig. 4.3.6 Cromatogramma seconda misurazione primo campione.
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|Chromatogram

1400 7 231109_LC-NO72 #11 PN0106 PN2300252 B1 UV_VIS_1 WVL:288 nm
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200 ]
M= — - —
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |[Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.354 52.428051 396.864 16.95 13.95
3 Silidianina 5.710 40.417173 365.509 13.07 10.75
4 6.734 59.543158 642.090 19.25 15.84
5 6.925 103.133961 1039.073 33.34 27.44
6 7.279 28.538273 356.153 9.23 7.59
\7 7.392 16.810451 174.381 5.43 4.47
Total: 300.871066 2974.069 80.06

Fig. 4.3.7 Cromatogramma prima misurazione del secondo campione.

|Chromatogram

1400 7 231109_LC-N072 #12 PN0106 PN2300252 B2 UV_VIS_1 WVL:288 nm
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. 2004
<104 1 T
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0.00 2.00 4,00 6.00 8.00 10.00!
Time [min]
Integration Resuits
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.348 52.465953 393.360 16.92 13.96
3 Silidianina 5.705 40.466936 363.485 13.05 10.77
4 Silibinina A 6.732 59.687897 643.304 19.25 15.88
5 Silibinina B 6.923 103.390830 1041.085 33.35 27.51
6 Isosilibinina A 7.277 28.571937 356.827 9.22 7.60
7 |Isosilibinina B 7.390 16.894961 174.814 5.45 4.50
Total: 301.478514 2972.875 80.22

Fig. 4.3.8 Cromatogramma seconda misurazione del secondo campione.
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4.4 Determinazione quantitativa dei metalli pesanti (Piombo, Cadmio
e Nichel) su materia prima, semilavorato e prodotto finito mediante
analisi in ICP-OES

Oltre alle analisi per la titolazione della materia prima, esistono altri test che devono
essere effettuati sulla berberina per essere reputata conforme; uno di essi € la ricerca
di metalli pesanti.

In questo caso sono stati analizzati due campioni derivanti da un lotto di materia prima
di berberina cloruro e iniettati nello strumento per tre misurazioni.

Sono stati utilizzati un bianco e quattro standard per calibrare lo strumento e negli
spazi successivi sono stati inseriti i due campioni da analizzare. Il bianco serve a
fornire il punto O alla curva di calibrazione, avendo una concentrazione pari a 0 mg/L
dell’analita in analisi.

Dopo aver processato il bianco e gli standard si € passati ai campioni preparati
seguendo la metodologia descritta nel paragrafo 3.6 relativo ai campioni di materia
prima.

Per essere conforme il campione deve avere una concentrazione di Pb, Cd e Ni
inferiori rispettivamente a 2 mg/L, 1mg/L e 2 mg/L.

Dai risultati ottenuti sia il primo che il secondo campione sono conformi ai limiti
massimi, visibili in Fig. 4.4.6 e 4.4.7; il lotto di berberina é percio da ritenersi conforme

e potra essere utilizzato come componente della miscela dei prodotti finiti.

Replicate Data: Calib Blank 1

Net Corrected Calib. Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Time
1 Pb 220.353 306,2 306,2 [0,00] mg/L 15:00:19
1 Cd 228.802 958,1 958,1 [0,00] mg/L 15:00:45
1 Ni 231.604 3588, 6 3588, 6 [0,00] mg/L 15:01:13
2 Pb 220.353 301,86 301,6 [0,00] mg/L 15:00:28
2 cd 228.802 1006, 2 1006,2 [0,00] mg/L 15:00:54
2 Ni 231.604 3408, 1 3408,1 [0,00] mg/L 15:01:22
3 Pb 220.353 ' 258, 2 258,2 [0,00] mg/L 15:00:36
3 Cd 228.802 942, 4 942, 4 [0,00] mg/L 15:01:02
3 Wi 231.604 3575,9 3575,9 [0,00] mg/L llasaLE
Mean Data: Calib Blank 1
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity i Std.Dev. RSD Conc. Units
Fb 220.353 289,0 25,90 8,96% [0,00] mg/L
Cd 228.802 968,9 33,23 3,43% [0,00] mg/L
Ni 231.604 3524,2 100,74 2,86% [0,00] mg/L

Fig. 4.4.1 Dati relativi al bianco.
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Replicate Data: STD 1 0.001 ppm

Net Corrected Calib Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Time
1 Pb 220.353 379,2 90,1 [0,001] mg/L 15:03:27
1 Cd 228.802 2261,9 1293, 0 [0,001] mg/L 15:03:58
1 Ni 231.604 4358,8 834,86 [0,001] mg/L 15:04:23
2 Pb 220.353 - 373,1 84,0 [0,001] mg/L 15:03:37
2 cd 228.802 2294,6 1325, B [0,001] mg/L 15:04:05
2 Ni 231.604 4336,7 812,5 [0,001] mg/L 15:04:32
) P 220.353 286,5 =2,6 [0,001] mg/L 15:03: 46
3 Cd 228.802 2304,2 1335,3 [0,001] mg/L 15:04:13
3 Ni 231,604 4375,2 851,0 [0,001] mg/L 15:04:40
Mean Data: STD 1 0.001 ppm
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Pb 220.353 57,2 51,85 90,65% [0,001) mg/L
Cd 228.802 1318,0 22,20  1,68% [0,001] mg/L
Ni 231.604 832,7 19,36 2,32% (0,001] mg/L
Fig. 4.4.2 Standard concentrazione 0.001 mg/L.
Replicate Data: STD 2 0.01 ppm
Net Corrected Calib. Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Time
1 Pb 220.353 1398,1 1109,0 {0,01) mg/L 15:06:37
1 Cd 228.802 14183,4 13214, 6 [0,01] mg/L 15:07:08
1 Ni 231.604 9638,2 6114,0 [0,01] mg/L 15:07:34
2 Pb 220.353 1309,4 1020,4 [0,01] mg/L 15:06:48
2 Cd 228.802 14060,0 13091,1 [0,01], mg/L 15:07:16
2 Ni 231.604 9444,5 5920,2 [0,01] mg/L 15:07:42
3 Pb 220.353 1312,1 1023,1 [0,01] mg/L 15:06:57
3 Cd 228.802 14039,7 13070,8 [0,01] mg/L 15:07:23
3 Ni 231.604 9604,0 6079,8 [0,01] mg/L 15:07:49
Mean Data: STD 2 0.01 ppm
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Conc. Units
Pb 220.353 1050,8 50,43 4,80% [0,01] mg/L
Cd 228.802 13125,5 77,81 0,59% [0,01] mg/L
Ni 231.604 6038,0 103,41 1,71% [0,01] mg/L
Fig. 4.4.3 Standard concentrazione 0.01 mg/L.
Replicate Data: STD 3 0.1 ppm
Net Corrected Calib Analysis
Repl# Analyte Intensity . Intensity Conc. Units Time
1 Pb 220.353 10103,8 9814,8 [0,1] mg/L 15:09:47
1 Cd 228.802 122025, 9 121057,0 [0,1] mg/L 15:10:14
1 Ni 231.604 56798, 6 53274,4 [0,1] mg/L 15:10:37
2 Pb 220.353 10427,8 10138,8 [0,1] mg/L 15:09:56
2 Cd 228.802 123305,5 122336,7 [0,1] mg/L 15:10:21
2 Ni 231.604 59640,2 56116,0 [0,1] mg/L 15:10:45
3 Pb 220.353 10428,8 10139, 8 [0,1] mg/L 15:10:04
3 Cd 228.802 125643,2 124674,4 [0,1] mg/L 15:10:28
3 Ni 231.604 59269, 1 55744,8 [0,1] mg/L 15:10:53
Mean Data: STD 3 0.1 ppm
Mean Corrected calib
Analyte Intensity Std.Dav. RSD Cone. Units
Pb 220.353 10031,1 1B 3T 1,87% [0,1] mg/L
Cd 228B.802 122689,3 1834, 30 1,50% [0,1] mg/L
Ni 231.604 5504541 1544, 67 2,81% [0,1] mg/L

Fig. 4.4.4 Standard concentrazione 0.1 mg/L.
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Replicate Data: STD 4 0.5 ppm

Net Corrected Calib. Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Tima
1 Pb 220,353 55115,8 54826,7 [0,5] mg/L 15:12:51
1 cd 228.802 704502, 6 703533, 7 [0,5] mg/L 15:13:16
1 Ni 231.604 291941, 9 288417,7 [0,5] mg/L b= galeige
2 Fb 220.353 55859,6 55570,5 [0,5] mg/L 15:12:59
2 Cd 22B8.802 671443,1 670474,3 [0,5] mg/L 15:13:15
2 Ni 231.604 300272,2 296747, 9 [0,5] mg/L 1lSgal sl skl
3 Fb 220.353 55170,2 54881,2 [0,5] mg/L 15:13:06
3 Cd 228.802 687239,5 686270,6 [0,5] mg/L 1l galelqele
3 Ni 231.604 292004,5 288480,3 [0,5] mg/L I55T3=35
Mean Data: STD 4 0.5 ppm .
Mean Corrected Calib
Analyte Intensity Std.Dev. RSD Cone. Units
Fb 220.353 55052,8 414,61 0,75% [0,5] mg/L
Cd 228.802 . 68BE759,5 16535,16 2,41% [0,5] mg/L
Ni 231.604 291215,3 4791 ,459 1l,65% [0,5] mg/L
Fig. 4.4.5 Standard concentrazione 0.5 mg/L.
Replicate Data: PNO032 PN2300134 A
Net Corrected Calib Sampla Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Cone. Units Time
al Pb 220.353 611, 0 - 322,0 0,005 mg/L 0,511 mg/kg 15:18:35
1 cd 228.802 2828, 5 1859, 6 0,004 mg/L 0,378 mg/kg 15:19:05
1 Ni 231.604 11044,9 7520,7 0,014 mg/L 1,391 mg/kg 15:19:33
2 Fb 220.353 516,5 227,5 0,004 mg/L 0,426 mg/kg 15:18:45
2 cd 228.802 2741,1 1772,2 0,004 mg/L 0,372 mg/kg 15:19:14
2 Ni 231.604 11104,1 7579,9 0,014 m
' ’ ’ g/L 1,401 mg/k 15:19:41
3 Pb 220.353 525,5 236,5 0,004 mg/L 0,434 mg/kg 15:18:55
.'33 Ct.i 228.802 2786,5 1817,6 0,004 mg/L 0,375 mg/kg 15:19:22
Ni 231.604 11223,4 7699,2 0,014 mg/L 1,422 mg/kg . 15:19:49
Msan Data: PMOO32 BRMOLSEN ... . T
Mean Corrected Calib. Sample
Analyte Intensity Conc. Units Std.Dev. Cone. Units Std.Dev. RSD
Pb 220.353 262,0 0,005 mg/L 0,0005 0,457 mg/kg 0,0474 10,37%
Sg gg?.ggz 1816,5 0,004 mg/L 0,0000 0,375 mg/kg 0,0032 0:855
.604 7599,9 0,014 mg/L 0,0002 1,405 mg/kg 0,0157 1,11%
Fig. 4.4.6 Analisi primo campione.
Replicate Data: PN0032 PN2300134 B
Net Corrected Calib Sample Analysis
Repl# Analyte Intensity Intensity Conc. Units Conc. Units Time
1 Pb 220.353 671,5 382,5 0,006 mg/L 0,562 mg/kg 15:21:47
1! Cd 228.802 3420,5 2451,6 0,004 mg/L 0,418 mg/kg 15:22:13
3! Ni 231.604 14553,1 11028, 9 0,020 mg/L 1,978 mg/kg 15:22:38
2 Pb 220.353 703,9 414,9 0,006 mg/L 0,591 mg/kg 15:21:56
2 Cd 228.802 3471,3 2502,5 0,004 mg/L 0,422 mg/kg 15:22:21
2 Ni 231.604 14484,0 10959,8 0,020 mg/L 1,967 mg/kg 15:22:47
3 Pb 220.353 740,9 451,8 0,006 mg/L 0,624 mg/kg 15:22:03
3 Cd 228.802 3399,7 2430,8 0,004 mg/L 0,416 mg/kg 15:22:28
3 Ni 231.604 14004,7 10480,5 0,01¢ mg/L 1,885 mg/kg 15:22:54
Mean Data: PN0032 PN2300134 B
Mean Corrected Calib. Sample
Analyte Intensity Conc. Units Std.Dev. Conc. Units Std.Dev. RSD
Pb 220.353 416,4 0,006 mg/L 0,0003 0,592 mg/kg 0,0313 5,28%
Ccd 228.802 2461,6 0,004 mg/L 0, 0000 0,419 mg/kg 0,0027 0,64%
Ni 231.604 10823,1 0,020 mg/L 0,0005 1,943 mg/kg 0,0510 2,62%

Fig. 4.4.7 Analisi secondo campione.
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4.5 Test ELISA per ricerca glutine

Una tipologia di analisi molto importante effettuata durante il tirocinio e stato il test

ELISA, condotto in particolare per andare a ricercare la presenza di glutine nelle

materie prime e nei semilavorati.

Per la preparazione dei campioni e lo svolgimento delle analisi si utilizza il metodo

descritto nel paragrafo 3.7.4, riferendosi al procedimento A specifico per il glutine.

Sono state analizzate tre materie prime e tre semilavorati in doppio, pertanto nella

tabella sottostante (Fig. 4.5.1) sara possibile individuare due valori per ogni campione

prelevato.

1 1D campione 1
2 Dati di differenza
3 Dati di differenea - Media

4 Cone. singola. (ppm)
5 Cone. media. (ppm)

6 Risultati valore soglia

I 2 3 4 5 6
Al 0-1 0.0220000 | 0.0225000 00003383 0.0004324
Bl 0-2 0.0230000 0.0005358
Cl 4-1 0.6200000 | 0.5970000 4.0078207 36776493
D1 4-2 0.5740000 33662524
El 20-1 1.2220000 | 1.2005000 | 23.906035%4 | 22.5988533
F1 20-2 11790000 21.3589294
Gl BO-1 16730000 | 1.6300000 | T78.3989151 626820768
H1 BO-2 13870000 62.0425702
A2 200-1 19790000 | 2.0055000 | 197.3704333 =Max.
B2 200-2 2.0320000 =Max
c2 PN2300241-1 | 0.0590000 [ 0.0620000 00257745 0.0292092 | Conforme
D2 PN2300241-2 | 0.0650000 0.0328293 Conforme
E2 PN2300238-1 | 0.0220000 | 0.0225000 0.0003383 0.0004324 | Conforme
F2 PN2300238-2 | 0.0230000 0.0005358 Conforme
G2 PN2300243-1 | 0.0360000 [ 0.0375000 00059489 0.0068687 | Conforme
H2 PN2300243-2 | 0.0390000 00078441 Conforme
A3 SNI30544-1 0.0310000 | 0.0260000 0.0032995 0.0013396 | Conforme
B3 SNI30544-2 0.0210000 00001802 Conforme
C3 SNI30504-1 0.0160000 | 0.0160000 <Min <Min Conforme
D3 SNI30504-2 0.0160000 <Min Conforme
E3 SNI30435-1 0.0230000 | 0.0225000 00005358 0.0004324 | Conforme
F3 SNI30435-2 0.0220000 00003383 Conforme

Fig. 4.5.1 Risultati analisi Test ELISA glutine.
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Il primo passaggio consiste nel valutare se la curva di calibrazione degli standard e

valida, ossia il suo r deve essere 20,99.

3
25
2
2
D15
=
1]
(=]
1
0.5
ol
0 50 100 150 200
Concentrazione [ppm]
- Grp. 1: A=0.0187474 B=0.5838302 C=32 5937037 D=2 6639679 d =0.0338109 r =0 9988673

Fig. 4.5.2 Curva di calibrazione Test ELISA.

by

Come e possibile osservare nella Fig. 4.5.2, r=0,9988673, quindi la curva di
calibrazione é da reputarsi valida e lo strumento puo utilizzarla come riferimento su cui
basare i risultati dei campioni.

Da come specificato precedentemente, per poter utilizzare in un prodotto la dicitura
“senza glutine”, si deve avere una concentrazione inferiore a 20 ppm.

Nella colonna 5, in Fig. 4.5.1, sono inseriti i dati della concentrazione media di ogni
campione analizzato in doppio e, come e possibile rilevare, la concentrazione
individuata e inferiore a 20 ppm, sia per i lotti di materia prima che per i lotti di
semilavorato. Cio significa che la procedura di lavaggio dei macchinari utilizzati per la
produzione degli integratori in esame € avvenuta correttamente, essendo la

contaminazione da glutine inferiore al limite di accettabilita.
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4.6 Analisi di stabilita

Per ogni lotto di integratori che viene immesso sul mercato si preleva un campione da
utilizzare nelle analisi di stabilita, ossia test condotti per valutare se le caratteristiche
descritte in etichetta si mantengono tali fino alla data di scadenza dell'integratore. Per
simulare cido i campioni adibiti a questo tipo di analisi sono conservati ad una
temperatura e ad una percentuale di umidita specifiche per il tempo utile a raggiungere
la data di scadenza del prodotto. A time points predefiniti, in accordo con le linee guida
ICH (International Council for Harmonisation), vengono poi analizzati per valutare se
le caratteristiche dell'integratore siano o meno rimaste immutate.

Di norma i time points sono:

e 25°C 60%RH TO, T3, T6, T9, T12, T15, T18, T21, T24;

e 40°C 70%RH TO, T3 e TO.

4.6.1 Stabilita berberina

Nel caso della berberina é stato analizzato un campione conservato a 25°C e umidita
pari al 60%RH per 24 mesi. Per la preparazione del campione si sono seguite le
indicazioni contenute nel paragrafo 3.3 inerente il prodotto finito.

Come nella parte riguardante la materia prima vengono in primo luogo analizzati gli
standard per creare la curva di calibrazione, su cui si basano i risultati ottenuti dalle
stabilita.

Dai risultati delle analisi eseguite sul campione contenente berberina cloruro si puo
notare come, conservato a 25°C 60%RH, la percentuale a 24 mesi mantiene un titolo
conforme (da Fig. 4.6.5 a 4.6.8); si puo dunque affermare che il prodotto non ha subito

modificazioni durante la conservazione.
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Chro m

00 4 230417 _LC-NOSO#S Berberina STD SLCC6286 UV_VIS_1 WVL:235 nm
1 - Berberina cloruro - 5,187
3504
3004
2504
1
150
100
504
0 S AU "
-80 T T T T T T T
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
Inti on Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU ) % %
|1 IBerberina cloruro 5187 47.310317 351.969 100.00 __98.03
Total: ; 47.310 351.969 100.00 98.03

Fig. 4.6.1 Cromatogramma prima misurazione STD stabilita berberina.

[Chromatogram
400+ i 230417 _LC-N0G9 #6 Berberina STD SLCC6286 UV_VIS_1 WVL:235 nm
) 1 1 - Berberina cloruro - 5.188
350 4
300
250 4

100
50 4
0 V™ — T
-50 r T T T LA T T T
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.
Time [min]
Int on Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Berberina cloruro 5.188 47.305143 352.560 100.00 9802
Total: 47.305 352.560 100.00 98.02

Fig. 4.6.2 Cromatogramma seconda misurazione STD stabilita berberina.



[Chromatogram

400 3 230417_LC-N0B9 #7 Berberina STD SLCC6286 UV_VIS_1 WVL:235 nm
] 1 - Berberina cloruro - 5,187

350 1

300 4

250 4
z 2004

160 4
<

100 4

80
0 o e /A AU T
-w - T T T 1 T T LA
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
. min mAU*min mAU % %

1 |Berberina cloruro 5.187 47250045 | . 353570 100.00 97.93
Total: 47.259 353,570 100,00 97.93

Fig. 4.6.3 Cromatogramma terza misurazione STD stabilita berberina.

|Chromatogram

400

% 230417_LC-NOBO #8

Berberina STD SLCC6286

UV_VIS_1 WVL:235 nm

350 4

300

1 - Berberina cloruro - 5.187

-50

0.00

1.00

2.00

4,00
Time [min]

5.00

6.00

7.00

Integration Results
No.

Peak Name

Retention Time
min

Area
mAU*min

Height
mAU

Relative Area
%

Total:

1 |Berberina cloruro

5:187

47.302754

356.993

100.00

47.303

356.993

100.00

Fig. 4.6.4 Cromatogramma quarta misurazione STD stabilita berberina.
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[Chromatogram

400 7 230417 _LC-NOG9 #9 24m25CB0RH S$210112 1.1 UV_VIS_1 WVL:235 nm
11 - Barberina cloruro - 5.188
350
300 4
250 4
g 200
€ 150
<
100 4
50 4
0 WA Sl T
.50 T T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 8.00 7.00 8.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %
1 Berberina cloruro 5.188 48.576156 371616 100.00 102.02
Total: 48.576 371.616 100.00 102.02

Fig. 4.6.5 Cromatogramma prima misurazione primo campione 25°C 60%RH.

[Chromatogram

ool F 230417_LC-NOB9 #10 K “24m25C60RH S210112 1.2 UV_VIS_1 WVL:235 nm

1 - Berberina cloruro - 5,190

350

300+

250 4
o~
g 200 4

150

100+

504

04—~ — | .
.60 T T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
Integration Results _ :
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Barberina cloruro 5.190 48.393933 367.624 100.00 101.64
Total: 48.394 367.624 100.00 101,64

Fig. 4.6.6 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 25°C 60%RH.



[Chromatogram

4502 230417_LC-NOGS #11

24m25C60RH §210112 2.1

UV_VIS_1 WVL:235 nm

400 +

300 4

[mAU]

11 - Berberina cloruro - 5,188

200 4
14
4

100 4

0 S _J\AJ L .
-w = T ) 3o T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 -6.00 7.00 8.00!
Time [min]
|Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

1 Berberin: ro 5.188 50.857669 __ 383408 100.00 106.85
Total: ) 50.658 383408 100.00 106.85

Fig. 4.6.7 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 25°C 60%RH.

i

[Chromatogram
450 _E 230417 _LC-NOGS #12 24m25C60RH S2101122.2 UV_VIS_1 WVL:235 nm
400 1 1 - Berberina cloruro - 5.180
P
300

100 -
0+ ——\ﬁ % | I
‘w T T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3,00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Time [min]
|Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Titolo
min mAU*min mAU % %

11 ____|Barberina cloruro 5.190 50.768079 _387.630 100.00 107.08
Total: 50.768 387.630 100.00 107.08

Fig. 4.6.8 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 25°C 60%RH.
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4.6.2 Stabilita monacolina K

Nel caso della monacolina K & stato analizzato un campione conservato a 25°C e

umidita pari al 60%RH per 18 mesi. Per la preparazione del campione si segue quanto

indicato nel paragrafo 3.4 riguardo il prodotto finito.

Come nella procedura relativa alla materia prima vengono analizzati gli standard, al

fine di creare la curva di calibrazione su cui si basano i risultati ottenuti dalle stabilita.

Dai risultati delle analisi effettuate sul campione contenente monacolina K si puo

notare come a 18 mesi, conservato a 25°C 60%RH, mantiene un titolo conforme (da

Fig. 4.6.13 a Fig. 4.6.16), per cui si puo affermare che il prodotto non ha subito

modificazioni durante la conservazione.

[chromatogram -
[ 700 - 8 230607 LC-No21 #5 STD monacolina #23-515 UV_VIS_1 WVL:238 nm_ |
-Q&
o
m «
m -
2 w0
8
g m ]
<
200
1004 & .@é”
& &
4 1A iy LA
-10° r T T = T = — T T T T 3 |
00 25 50 7.5 10.0 125 150 175 200 220,
Time [min] |
Titolo senza DMK
No. Peak Name R ion Time Area Height Rel.Area Tito!
1 min -mAU“min mAU % )
1 MKA 6.433 0.945035 8.057 133 1.33
3 MKL 9.683 67.662775 608,513 95.51 95.12
4 MKM 10,292 2.190045 20.639 3.09 3.08
Total: 70.797855 637,209 99.53

Fig. 4.6.9 Cromatogramma prima misurazione STD stabilita monacolina K.
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Chromat m |
4 230607 LC-N021 #7 STD #23-515 UV_VIS_1WVL:238 nm
i &
'°.
F
600 -
500
g 400 4
300 -
200 <
e P &
& P‘P‘
0 nf 1 l WA
0.0 25 50 75 10,0 125 15.0 175 200 220
‘I’Im_s {min}
Titolo senza DMK -
No. Peak Name _ Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
1 _min mAUmin_ mAU (=S %
1 MKA 6.429 1.013557 8614 i 43 1.42
3 MKL 0.688 67.389050 605.371 95.19 94.73
4 MKM 10.202 2.345015 22437 3.31 3.30
Total: X 70.747622 636.123 99.46

Fig. 4.6.10 Cromatogramma seconda misurazione STD stabilita monacolina K.

[Chromatogram ]
700 - 3 230607 LC-N021 #6 STD monacolina #23-515 UV_VIS_1 WVL:238 nm
-Qf
o] L
500 4
2 o]
8
g m ]
200 4
100 - » @'#
i f
10 nt"’ ung LAI
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 ﬂ
Time [min]
Titolo senza DMK
No. Peak Name Retention Time Area Height RelArea Titolo
1 min mAU*min mAU % %
1 MKA ~6.429 0.980695 8.350 1.38 1.38
3 MKL 9.683 67.655545 608.642 95.35 95.11
4 MKM 10.292 2271211 21.403 3.20 3.18
Total: 70.907452 638.395 99.68

Fig. 4.6.11 Cromatogramma terza misurazione STD stabilita monacolina K.
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[Chromatogram

700 - 3 230607 LC-NG21 #8 STD monacoina #23.515 UV_VIS_1 WVL:238 nm
4 gff
f'
600
500 -
gtuo -
8
g 300 -
200 +
100 =& @'&
. o (',
43 | ,’:‘f 1 ‘JJ l A
00 25 50 75 10.0 125 150 175 200 220
Time [min]
Titolo senza DMK ;
No. Peak Name Retention Time Area __Height RelArea __Titolo
1 min DAV mIn__ _mAU_ % %
1 MKA 6.433 1.047450 8.911 1.48 147
3 MKL 9,688 67.299150 605.105 95.02 94,61
4 MKM 10292 2.428720 343 341
Total: 70.775320 636.916 99,50

Fig. 4.6.12 Cromatogramma quarta misurazione STD stabilita monacolina K.

Chromat:
700 - £ 230607 LC-N021 #45 18m25C80RH 1.1 UV_VIS_1 WVL:238 nm
1
600 -
e
500 &

) 15.0 175 20.0 220
Time [min]
Titolo senza DMK
No. PeakName | Retention Time Area Height |  RelArea Titolo
1 min § mAU =% %,
2 - MKA 6.454 9.313827 78.477 14.91 14,87
7 MIKL 9.704 51.777096 | 467.367 82.90 82.69
9 MKM 10.308 0504041 4584 0.81 0.80
Total: 61.594964 550.428 98.37

Fig. 4.6.13 Cromatogramma prima misurazione primo campione 25°C 60RH%.
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[Chromatogram

700

'7 230607 LC-N021 #46

“ 18m25CE60RH 1.2

UV_WVIS_1 WVL:238 nm

0.0 25 50 75 10.0 125 150 175 200 220
Time [min)
Titolo senza DMK
| No. | Peak Name |_Retention Time Area Height Rel Area Titolo
1 min___ mAU*min mAY % %_
2 MKA 6.450 9.318864 78.436 14.92 14,88
7 MKL 9.700 51.776419 468.449 82.88 82.69
9 MKM 10308 0.514031 4682 0.82 0.82
Total* £1.609314 551,567 98.39

Fig. 4.6.14 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 25°C 60%RH.

Chrom
700 - '§ 230607 LC-NO21 #47 18m25C80RH 2.1 UV_VIS_1 WVL:238 nm
600
:Q.§
500 - f
g 400 4
LIS
§ 300
4
200 4
100 4
-10 ¥ T T
00 ! 150 17.5 200 220
Time [min]
Titolo senza DMK -
| No. Peak Name _ Retention Time Area _Height _ RelArea Titolo
i min 5 mAU %
2 MKA 6.450 9275274 78.445 14.96 1476
ET MKL 9.700 51.348000 463,830 82.82 81.70
9 MKM 10.304 0.513406 4670 0.83 0.82
Total: 61.134681 546.944 9r.27

Fig. 4.6.15 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 25°C 60%RH.
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[Chromatogram

700

7 230607 LC-N021 #48

18m25C60RH 2.2

UV_VIS_1 WVL:238 nm

600

0.0 25 50 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 220
Time [min)

Titolo senza DMK

No. Peak Name Retention Time Area __Height __RelArea Titolo

1 min mAU*min AU % %

2 MKA 6.454 9.284377 78.336 14.96 14.77

7 MKL 9.704 51.378215 465.301 82.80 81.75

9 MKM 10.308 0.524015 4.769 0.84 083
Total: 61.186606 548.407 97.36

Fig. 4.6.16 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 25°C 60%RH.
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4.6.3 Stabilita silimarina

Per quanto riguarda la silimarina é stato possibile analizzare un campione piu vasto di
prodotti conservati a differenti temperature e umidita per vari mesi.

Come gia specificato nei precedenti paragrafi, in primo luogo viene sempre esaminato
lo standard.

| primi due prodotti finiti analizzati derivano dallo stesso lotto e sono stati conservati in
modalita diverse, per poterne valutare la stabilita in differenti condizioni ambientali.
Anche le restanti analisi di stabilita si riferiscono ad uno stesso lotto, i cui campioni
sSono stati conservati in quattro diverse condizioni.

Il primo campione € un prodotto finito mantenuto alla temperatura di 25°C 60%RH per
24 mesi.

Come visto precedentemente, dal prodotto principale vengono prelevati due campioni
e per ogni campione lo strumento effettua due iniezioni.

Nel caso del prodotto finito la percentuale del titolo di silimarina deve essere compresa
tra il 70 e il 130%, per cui dall’analisi di stabilita risulta che il prodotto rientra nel range
di conformita (da Fig. 4.6.21 a 4.6.24).

Il secondo campione, invece, € stato conservato ad una temperatura di 30°C 75%RH
ed anche questo e risultato essere conforme, come da dati rilevati nei cromatogrammi
(da Fig. 4.6.25 a Fig. 4.6.28).

Il primo campione del secondo lotto in analisi deriva da un prodotto contenente
silimarina che é stato conservato a 25° 60%RH per 6 mesi.

Il valore risultante dai grafici (da Fig. 4.6.29 a Fig. 4.6.32) € compreso nei range di
conformita, pertanto il prodotto é risultato stabile.

Il secondo campione del secondo lotto & stato conservato a 30°C, 65%RH, per un
periodo di 6 mesi; pur modificando la temperatura e la percentuale di umidita i valori
ottenuti sono risultati conformi ai range descritti precedentemente (da Fig. 4.6.33 a Fig.
4.6.36).

Il campione successivo, derivato dallo stesso lotto di produzione, é stato conservato a
30°C, 75%RH, per 6 mesi. Andando ad aumentare ancora la percentuale di umidita
non si sono comungue rilevati risultati anomali; anche in questo ambiente il campione
e rientrato nei range di conformita (da Fig. 4.6.37 a Fig. 4.6.40).

L’ultima prova effettuata & avvenuta in uno stato di conservazione a 40°C 70%RH per

6 mesi.
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Come negli altri casi, dal cromatogramma non risultano alterazioni significative nei titoli
della molecola ricercata (da Fig. 4.6.41 a Fig. 4.6.44).
La miscela presa in esame risulta quindi stabile, anche dopo essere stata sottoposta

a diverse condizioni di temperatura e umidita in vari time points.

|Chromatogram |
1400 3 231115_LC-NO72#5 STD Silibinina BCCH7824 UV_VIS_1 WVL:288 nm
12004
1000 4
2 :
E 600 4 § :
<
o ;
L
400 4
g
<
200 g
i
-104
0.00 125 250 375 5.00 625 7.50 8.75 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
1 |Silibinina A 6.708 38.262490 456.923 47.18 0.29
2 [Silibinina B 6.897 42.625408 503.786 52.56 0.32
3 |isosilibinina A 7.253 0.205835 3.362 0.25 0.00
Total: + 81.093732 964.071 0.61
Fig. 4.6.17 Cromatogramma prima misurazione STD stabilita silimarina.
Chromat m =}

3 231115_LC-NO72 #6

STD Silibinina BCCH7824

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1400
1 200
1000 -
-
T 800
800 4
400
200 4
-0+
0.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00
‘ Time [min]
|Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel Area Titolo
min mAU*min mAU % %
1 Silibinina A 6.707 38.241885 456.557 47.24 0.29
2 Silibinina B 6.895 42.512266 502.861 52.51 0.32
3 Isosilibinina A 7.252 0.204822 3.353 _025 _0.00
Total: 80.958973 962.870 0.61

Fig. 4.6.18 Cromatogramma seconda misurazione STD stabilita silimarina.
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[Chromatogram ]

1400 4 231115_LC-N072 #7 STD Silibinina BCCH7824 UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 4

1 000

Absarbance [mAU]
2
=]

-Siivinina A - 6.705
-Silibinina B - 6.893

400
R
<
200 -
109
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
. Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
6.705 38.192693 456.175 47.20 0.29
6.893 42.522091 502.594 52.55 0.32
- 7.250 _0.203756 3345 0.25 0.00
80.919439 962.114 0.861

Fig. 4.6.19 Cromatogramma terza misurazione STD stabilita silimarina.

[Chromatogram |
1.400 - 2 231115_LC-NO72#8 STD Silibinina BCCH7824 UV_VIS_1 WVL:288 nm
1200 -

1000 4
. :
Be
<
N 8
ot
<
-10=
_ 000 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
: Time [min)
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU %' %
1 Silibinina A 6.703 38.110683 455.772 47.19 0.29
2 Sliibinina B 6.892 42.444143 501.989 52.56 0.32
3 | binina A 7.250 0.203822 3.340 0.25 0.00
Total: 80.758648 961.101 0.61

Fig. 4.6.20 Cromatogramma quarta misurazione STD stabilita silimarina.




[Chromatogram

% 231115_LC-N072 #9

z “25C 24M 1.1

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1000 4

600

SRS =

-537

-Sdidianina - 5672

~Siibinina A- 6.702

-Sikbinina B - 6853

0.00 2.00 4.00 6,00 8.00 10.00
Time [min]

I ration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo

min mAU*min mAU % %

2 Sillcristina 5.317 475808922 358,046 17.94 20.78
3 Silidianina 5.672 37.331371 336.473 14.07 16.30
4 Silibinina A 6.702 48.042113 584.793 18.11 20.98
5 Sllibinina 8 6.893 82.243681 922.419 31.01 35.92
6 Isosilibinina A 7.250 25.475134 329,434 9.60 1113
|7___lisosilibinina B 7.362 15.673492 164.947 591 6.85
Total: 256.355714 2696.112 111.96

Fig. 4.6.21 Cromatogramma prima misurazione primo campione 25°C 60%RH.

I ggmmatgram

1400

7 231115_LC-N072 #10

'25C 24M 1.2

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 4

1000 4

Absorbance (mAU)]
g

-5317

-Siidanina - 5.672

~Silibinina A - 6.702

~Silibinina B - 6.693

2

200 4
, :
BOE
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
| ration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %

2 §.317 48.156789 365.840 17.95 21.03
3 5.872 37.701234 342.749 14.06 16.47
4 6.702 48.571071 593.750 18.11 2121
I5 6.893 83.241085 936.161 31.03 36.35
6 7.248 25.782125 334,018 9.61 11.26
7 7.362 15.781650 167.096 5.88 689
Total: ¢ 259.233954 2739.614 113.22

Fig. 4.6.22 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 25°C 60%RH.




Chromatogram ]
1400 ' 231115_LC-NO72 #11 '25C 24M 2.1 UV_VIS_1 WVL:288 nm
1200 - g
1 000

:
=) <
z oo §
4 ~
58 ?
800 2 A <
400 i ;
: lﬁv
e - :
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min)]

|Integration Results

No. |Peak Name Retention Time . Area } Height Rel. Area Titolo

min mAU*min mAU % %

2 |Sillcristina 5312 48.368476 362.095 17.93 20.82

3 |sildianina 5.668 37.923169 340,650 14.06 16.32

4 |silibinina A 6.700 48.823598 595.330 18.10 21.01

ls Silibinina B 6.892 83.702206 930.662 31.03 36.02

6 |[Isosilibinina A 7.247 26.949962 335.698 9.62 1147

7 Isosilibinina 7.360 15.931044 168.148 5.91 6.86

otal: 260.698456 2741.583 112.20

Fig. 4.6.23 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 25°C 60%RH.
[Chromatogram |

1400 ¥ 231 115_LC-NO72 #12 25C24M 2.2 UV_VIS_1 WVL:288 nm

- g
2
1200 S
1000 4
g
<
2 oo ;
2 R
! s § p
200 4
1
RLp= —  ———————<=——" —
0.00 2,00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 |Silicristina 5.313 48.398871 365.464 17.94 20.83
3 |[Siidianina 5.668 37.899201 342,571 14.05 16.31
4 |Silibinina A 6.700 48.833475 595.369 18.10 21.02
5 |Silibinina B 6.890 83.704776 939.508 31.03 36.02
6 |isoslibinina A 7.247 25.846665 335,523 ° 9.58 11.12
7___lisosilibinina B 7.358 16.018638 168.257 5.94 6.89
Total: 260.701626 2746.692 112.20

Fig. 4.6.24 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 25°C 60%RH.
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[Chromatogram

1400 7 231115_LC-N072 #1

3

"~ 30C 24M 1.1

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 4

1 000 4

Absorbance [mAU)
&
P

-5312

Sllbinina A - 6,698

-Silivinina B - 6.890

:

2

400 -
200 4
'
-102 R T TS e e e Pt T T
0.00 200 4,00 6.00 8.00 10.00
Time [min] z
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
- min mAU*min mAU % %

2 Silicristina 5.312 47.539585 359,148 17.91 21.03
3 Silidianina 5.667 36.824448 333471 13.87 16.29
4 Silibinina A 6.698 48,154099 587.516 18.14 21.30
5 Silibinina B 6.890 82.655379 926.938 31.13 36,56
6 Isosilibinina A 7.245 25.562747 331.082 9.63 11.31
7 lisosilibinina B 7358 15786181 166.333 595 6.98
Total: 256.522439 2704.488 113.48

Fig. 4.6.25 Cromatogramma prima misurazione primo campione 30°C 75%RH.

Chroma m

1 400 - £ 231115 LC-NO72#14 30C 24M 1.2 UV_VIS_1 WVL:288 nm
:
1200 - S
1000 £
o
<
.
a2 § g
& 600- 4 3 "
&
200
1
10+ \ 18 -
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
|Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
_min mAU*min mAU % %
5.312 47.680068 360.167 17.92 21.10
5.667 36.927074 334.371 13.87 16.34
6.698 48.237332 588.423 18.12 21.34
6.888 82.846364 928.017 31.13 36.65
7.245 25.535400 331,664 9.59 11.30
7.357 15.961432 166.850 6.00 7.06
. 257.197671 2709.493 113.78 -

Fig. 4.6.26 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 30°C 75%RH.
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[Chromatogram >3]
1400 - £ 231115_LC-NOT2#16 30C 24M 2.1 UV_VIS_1 WVL:286 nm
1200 ] g

o
1000 4 %
:
? o] 3
~
b
m -4 U:) E
‘m ] §
200 -
-10+# = =
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]

Integration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo

min mAU*min mAU % %

2 Silicristina 5.312 45.465078 347.254 17.83 20.63

3 Silidianina 5.667 35.136373 320.739 13.86 15.95

4 Sliibinina A 6.698 45.951461 560.809 18.12 20.85

5 Silibinina B 6.888 78.961828 884.250 31.14 35.83

6 Isosilibinina A 7.245 24327483 315.699 9.59 11.04

7 Isosilibinina B 7.357 15.166158 158.936 5.8 6.88

Total: 245.008381 2587.688 111.19

Fig. 4.6.27 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 30°C 75%RH.

[Chromatogram ]
1 400 - 2. 231115_LC-N072 #16 30C 24M 2.2 UV_VIS_1 WVL:288 nm
1200 - it

m
1000 - %
B
5 =
2 o {
2 i g
600 - 3 8 b
200 +
1
W ——— ; m——
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]

Integration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo

min mAU*min mAU % %

2 Silicristina 5.310 45.286969 344.360 17.93 20.55

3 Silidianina 5.665 35.035661 318.398 13.87 15.80

4 Silibinina A 6,697 45.722725 557.310 18.10 20.75

5 Silibinina B 6.888 78.643483 879.065 31.14 35.69

6 Isosilibinina A 7.243 24.161420 313.921 9.57 10.96

7 |!sodlmlm B 7.355 15.191093 158.318 6.01

Total: 244.041352 2571.373 110.75

Fig. 4.6.28 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 30°C 75%RH.
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Chro

1 400 . £ 231115_LC-NO72 #17 25C 6M 1.1 UV_VIS_1 WVL:288 nm
1200+ §

o
1000 g

10.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %

5.310 45.346441 343.450 17.04 19.89
5.865 46.070707 412.367 17.31 20.21
6.697 43.545455 530.928 16.37 19.10
6.888 77.649702 864.874 20.18 34.08
7.243 26.334763 341.134 - 9.90 11.55
7.357 17.449895 181.519 _6.56 765

Total: 256.396963 2674.273 112.48

Fig. 4.6.29 Cromatogramma prima misurazione primo campione 25°C 60%RH.

Chromatogram
1400 7 231115_LC-N072 #18 25C6M 1.2 UV_VIS_1 WVL:288 nm
120 E
& «@
o i
&
2 2
b <
o B § 3
; . ~
600 - © <
400 4 E
200 -
1
A I ——
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Heignt Rel. Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.310 45.422669 346,913 17.04 19.92
3 Silidianina 5.665 46.145229 415.389 17.31 20.24
4 Silibinina A 6.695 43.620786 532.184 16.37 19.13
5 Silibinina B 6.887 77.800438 866.902 29.19 34.12
6 Isosilibinina A 7.242 26.336479 341.696 0.88 11.55
7 Isosilibinina B 7.355 17.492113 181.864 6.56 7.67
Total: 256.817713 2684.947 112,64

Fig. 4.6.30 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 25°C 60%RH.
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[Chromatogram __ 1]
1400 % 231115_LC-NO72 #19 25C BM 2.1 UV_VIS_1 WVL:288 nm
8
1200 - e
m
1000 -
= :
E 1 <
1
£ 00 b &
E
400 g 3
200 4
' l
-10 » S — S —" —— L——— L e Py T - L T
0.00 2,00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*'min mAU % %,
2 Silicristina 5.308 45.320960 345.026 17.04 19.72
3 5.663 46.069401 413.789 17.32 20,05
4 6.693 43.510774 531.408 16.36 18.93
5 6.885 77.662579 865.619 20.19 33.80
6 sosilibinina A 7.242 26.238537 341.465 9.86 11.42
7 Isosilibinina B 7.353 17.520979 181.713 6.59 7.62
Total: 256.323231 2679.019 111.54

Fig. 4.6.31 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 25°C 60%RH.

[Chromatogram

% 231115_LC-NO72 #20

25C6M 2.2

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1400
1200+

1000 4

400

200

~Silicristina - 5.307
-Silidianina - 5,662

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height RelArea Titolo
min mAU*min mAU % %
5.307 45.420945 344511 17.00 19.77
5.662 46.210887 " 414.487 17.29 20.11
6.693 43.839396 537.058 16.41 19.08
6.885 78.071514 874.283 29.22 3397
7.240 26.439336 344.569 9.89 11.51
7.353 17.513379 182.751 6.55 762
257.495456 2697.639 112,05

Fig. 4.6.32 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 25°C 60%RH.
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[Chromatogram

1400

$ 231115_LC-NO72 #21

30C B5%RH 6M 1.1

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 - g
o
1000 - s
2 i
£ 990 . <
g 9 g 3
600 - @ <
400 4 g
200 -
104 2 -
0.00 2,00 4.00 6.00 800 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
_min mAU'min mAU % %
2 Silicristina 5.307 44.335340 338.276 17.00 19.38
3 Shidianina 5.662 45.202226 406.843 17.33 19.75
4 Silibinina A 6.693 42.696121 520.927 16.37 18.66
5 Silibinina B 6.883 76.088885 848.046 29.18 33.25
6 Isositibinina A 7.240 25.754600 334.959 9.88 11.26
7 |lsosilibinina B 7.352 17.173363 178.426 _6.59 7.51
Total: : 251.250534 2628177 109.80

Fig. 4.6.33 Cromatogramma prima misurazione primo campione 30°C 65%RH.

Chrom

1400

7 231115_LC-NO72 #22

30C 65%RH 6M 1.2

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 A

Absorbance (mAU]

BN -Silvinina 8 - 6.683

8.00 10.00
Time [min]
| tion Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo

min_ mAU*min mAU % %
5.307 44.504404 337.842 17.02 19.45
5.662 45334786 406.771 17.34 19.81
6.663 42741524 521.898 16.35 18.68
. 6.883 76.272096 850,685 29.17 33.33
7.240 25.788859 336.066 9.86 11.27
7.352 17.272804 179.111 6.61 7.55
251.914473 2632.372 110.10

Fig. 4.6.34 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 30°C 65%RH.
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Chrom am

% 231115_LC-N072 #23

30C 85%RH 6M 2.1

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1400
1200 + g
@
1000
g 800 4 3
§§ i
600 + w | <
200 4
1
-10+ | e e, e S Ty A s ke ) KT T T
0.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00,
Time [min]
In n Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.305 45.013069 339.958 17.02 19.65
3 Silidianina 5.660 45.852012 409,641 17.34 20.02
4 Silibinina A 6.692 43.233868 527.566 16.35 18.88
5 Silibinina B 6.883 77.184815 860.455 29.18 33.70
6 Isosilibinina A 7.238 26.205393 339.815 8.91 11.44
7 lisosilibinina B 7.352 17.368442 181.089 6.57: 7.58
Total: 254857598 2658.524 111.28

Fig. 4.6.35 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 30°C 65%RH.

Chromatogram

7 231115_LC-NO72 #24

30C 65%RHBM 2.2

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1400

1200 -

200 4

104

-Silibinina A - 6 632
Silibinina B - 6.683

?

~Silicristing - 5307
-Siidianina - 5,662

7
\&.

0.00 2.00 4.00 6.00 10.00
Time [min] _
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.307 45,122091 343.853 17.01 19.70
3 Silidianina 5.662 45.970797 413.354 17.33 20.07
4 Silibinina A 6.692 43.366020 §30.019 16.35 18.93
IS Silibinina B 6.883 77.466810 863.694 29.20 33.82
6 Isosilibinina A 7.238 26.211881 340.835 9.88 11.44
7 |isosilibinina 8 7.352 17.456160 181.693 6.58 7.62
Total: 255.593829 2673.448 111.60

Fig. 4.6.36 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 30°C 65%RH.
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T ram

1400 F 231115_LC-N072#25 30C 75%RH 6M 1.1 UV_VIS_1 WVL:288 nm
1200 g
e
2
1000 4 é
3 800 4
600 - ; <
400 - ;
m A )
1
-10= L L3 1)
0.00 2,00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
| tion Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.308 44,318537 339.266 16.99 19.69
3 Silidianina 5.663 45,261260 407.780 17.35 20.11
4 Sifibinina A 6.693 42.610260 521.310 16.33 18.93
5 Silibinina B 6.885 76.147374 849.636 29.19 33.84
6 Isosilibinina A 7.240 25.801917 336.335 9.89 11.47
7 Isosilibinina 8 7.353 17.197347 178.911 T 7.64
Total: 251.336694 2632.238 111.68

Fig. 4.6.37 Cromatogramma prima misurazione primo campione 30°C 75%RH.

romatogram

1400

7 231115_LC-NO72 #26

30C 75%RH 6M 1.2

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200

1000 +

Siibinina B - 6.885

10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU'min mAU_ % %

5.308 44.330610 338.032 16.99 19.70
5.662 45.260681 406.688 17.35 20.12
6.693 42659649 521.348 16.35 18.96
6.885 76.188100 849.751 29.19 33.86
7.240 25.857381 335.683 9,91 11.49
7.353 17.157927 179.014 6.57 7.62

Total: 251.463347 2630.518 111.74

Fig. 4.6.38 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 30°C 75%RH.
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|Chromatogram

f|

1400

7 231115_LC-NO72 #27

30C 75%RH 6M 2.1 UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 -

1000

Absorbance [mAU]

400 4

200

-104

-Silibinina B - 6.887

-Silbinina A+ 6.685
7.242

-5310
-Silidianina - 5.665

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
2 Silicristina 5.310 44.453074 340.797 17.00 19.93
3 Silidianina 5.665 45.302220 409,127 17.33 20.31
4 Silibinina A 6.695 42.758310 522.614 16.35 1817
5 Silibinina B 6.887 76.324726 851.412 29.19 34.22
6 Isosilibinina A 7.242 25.927621 336.213 9.92 11.63
7 1sosilibinina B 7.353 17.143807 179.282 6.56 7.69
Total: 251.909759 2639.445 112.95
Fig. 4.6.39 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 30°C 75%RH
[Chromatogram ]
1 400 1 231115_LC-N072 #26 30C 75%RH 6M 2.2 UV_ViS_1 WVL:288 nm
8
1200 4 ©
@
1000 4 §
g
B899 %
2
K -~ R ~
800 - - g <
200 4
-102 g — S T T
0.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min)]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
5.307 45978409 347.041 17.01 20.62
5.662 46.863070 418.668 17.34 21.01
6.603 44.153447 ° 539.309 16.34 19.80
6.885 78.884929 879.369 29.18 3537
7.240 26.790316 347.600 9.91 12.01
7.353 17.780595 185.427 6.58 7.97
260.450767 2717.415 116.78

Fig. 4.6.40 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 30°C 75%RH.
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Chrom ]
+ 400 . L 231115 LC-NOT2#29 40C 6M 11 UV_VIS_1 WVL 288 nm

1200 +

Silibinina B - 6.885

1000 4

-10 4
0.00 7 2.00 4,00 8.00 8.00 10.00
Time [min] :
Integration Resuts
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %
[2 5.308 43.674064 332.899 16.89 19.54
3 5.683 44374645 399.139 17.16 19.86
4 6.693 42.416020 518,555 16.41 18.98
lz 6.885 75.820703 845,544 20.33 33.93
7.240 25.714839 1334.052 2.95 11.51
7 7.353 17.112532 178.465 662 7.66
249.112603 2608.653 111.47

Fig. 4.6.41 Cromatogramma prima misurazione primo campione 40°C 70%RH.

atogram |
1 400 - . 231115_LC-N072 #30 40C 6M 1.2 UV_VIS_1 WVL 288 nm
12004| §
y
% ]
5 &
T 800 o
= <
: ;
e @ :

3 8

N T
0.00 2,00 4,00 6.00 8.00 10.00
Tm=o [min)
Integration Results
Retention Time Area Height Rel.Area Titolo

min mAU*min mAU % %

5.310 43.873967 333.874 16.89 19.54

5.663 44.358795 399.864 17.15 19.85

6.695 42468868 519.111 16.42 19.00

6.887 75.858625 848.097 29.33 33.94

7.242 25.790982 334,242 9.97 11.54

7.353 17.085629 178.594 6.60 7.64
249.216866 2611.783 111.52

Fig. 4.6.42 Cromatogramma seconda misurazione primo campione 40°C 70%RH.
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[Chromatogram

= 4001 231115_LC-NO072 #31 ) 40C 6M 2.1 UV_VIS_1 WVL:288 nm
1200 - g
i@
1000 -
S o :
i g
3 2
s 600 5 g <
400 - 2
200 -
L —  ———— —~—— - L S
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time [min]
ration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titole
min mAU*min mAU % %
2 Sllicristina 5.308 44534243 339.619 16.89 19.38
3 Silidianina 5.662 45,302205 407.263 17.18 19.72
4 Silibinina A 6.693 43.270084 520,035 16.41 18.83
5 Silibinina B 6.885 77.288579 862.314 29.31 33.64
6 Isosilibinina A 7.240 26.296158 340.705 9.97 11.44
7___lisosilibining 7.352 17.396262 182.138 6.60 7.57
Total: 254087531 2661.072 110.58

Fig. 4.6.43 Cromatogramma prima misurazione secondo campione 40°C 70%RH.

1400

% 231115_LC-NO72#32

40CBM22

UV_VIS_1 WVL:288 nm

1200 4

1000 -

Absorbance [mAU]
-

-5310

~Shidianing - 5663

400 4
200 4
1
-104 L
0.00 2.00 4.00 6.00 8,00 10,00
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Rel.Area Titolo
min mAU*min mAU % %

2 Silicristina 5.310 44 577339 342,478 16.90 19.40
3 Silidianina 5.683 45.313612 409,838 1747 19.72
4 Silibinina A 6.693 43.243695 529.507 16.39 18.82
5 Silibinina B 6.883 77.403928 863.261 29.34 33.69
6 Isosilibinina A 7.238 26.1848095 340.874 9.92 11.40
7 Isosilibinina B 7.352 17.519557 182.299 6.64 7.62
Total: 254,243027 2668.258 110.65

Fig. 4.6.44 Cromatogramma seconda misurazione secondo campione 40°C 70%RH.
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4.7 Validazione metodo su un nuovo strumento

Oggetto dello studio e la verifica che il metodo utilizzato sullo strumento precedente
possa essere applicato nelle titolazioni sul nuovo strumento, il quale possiede le stesse
caratteristiche del rilevatore UV, ma é in grado di lavorare anche con livelli di pressione
inferiore.

Il nuovo strumento copre sia il campo UPLC (15000 psi) che il campo HPLC (6000 psi)
per il rilascio dei lotti prodotti e per gli studi di stabilita di integratori contenenti
silimarina.

A tal scopo si sono eseguiti alcuni test specifici per verificare se fosse possibile
applicare il metodo gia in uso o se si rendesse necessario apportare modifiche per

adattarlo alle nuove specifiche dello strumento.

4.7.1 Specificita
La prima analisi effettuata e la piu rapida; viene preparato il campione, lo standard e

un placebo formato da tutte le componenti dell'integratore finito, tranne la silimarina,

come descritto nel paragrafo 3.8.

3 DN tpedeas (£ Ty 6 STT) Samne B 4TI VS| W

Fig. 4.7.1 Cromatogrammi dello standard di silimarina (primo grafico), campione di materia prima
(secondo grafico) e bianco.

Nei grafici riportati in Fig. 4.7.1 la prima curva rappresenta lo standard di silimarina, la
seconda curva si riferisce ai picchi di una materia prima di un lotto di silimarina gia
analizzato precedentemente ed infine nell’'ultimo grafico é presente il placebo, che non
dovrebbe generare alcun segnale. Come si evince dall’analisi degli spettri non sono
presenti anomalie o interferenze di segnale e per questo motivo il metodo ha superato

il test di specificita.

105



4.7.2 Precisione

Il secondo esame si distribuisce su piu giorni con specifiche sia intragiorno che
intergiorno.

Nell’effettuare questo test si sono presentate criticita, in quanto in alcuni campioni
risultavano esserci interferenze tali da influire sul parametro di precisione. Si sono
pertanto ipotizzate diverse soluzioni; si & provato ad esempio ad aumentare il tempo
di lavaggio dell’ago tra un’iniezione e la successiva, ma cid non ha portato ad un
risultato significativamente migliore. Per riuscire ad ottenere un cromatogramma
preciso, nel quale ogni picco risultasse maggiormente separato, in modo da poter
meglio identificare i componenti della silimarina, si € deciso di aumentare il volume di
iniezione da 0,5 pL a 4 L.

Nella Fig. 4.7.2 € possibile visualizzare come il segnale blu delle nuove analisi sia

molto piu forte e preciso rispetto a quello nero rilevato con il vecchio metodo.

77 1-230912_Precisione Day1_LC-NOT2 %9 SNO31iF SN230295 1A UV_VIS_1 WVL:288 nm
3 2730910, Precisione Day2_LC NOT2 20 SNO3UF SN230295 1.1 VIS 1 WVL258 nm
AU

1,100

1,000

900

800

700

500

10 15 70 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 55 80 95 100 105 108

Fig. 4.7.2 Confronto tra i picchi prima e dopo la modifica del metodo.

A seguito della modifica del metodo sono stati nuovamente effettuati test di valutazione
del parametro di precisione, che consistono nell’analizzare un totale di sei campioni di
materia prima utilizzata nella specificita, seguendo il metodo descritto nel paragrafo
3.8 riferito alla materia prima, osservandone i titoli in percentuale e la variazione tra di

essi. Si riportano qui di seguito le relative tabelle esplicative (Fig. da 4.7.3 a 4.7.5).
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3.1.1- 1

# Level Assay %

Day 1-1/ 6 100.00 102.71

Day1-2/ 6 100.00 101.89

Day 1-3/ 6 100.00 101.31

Day 1-4/ 6 100.00 101.26

Day 1-5/ 6 100.00 101.88

Day 1 -6/ 6 100.00 103.67

# Level Assay % STAT | Test # | Q Calc.] Q (99%) [ Q (95%) |

1 100.00 102.71

2 100.00 101.89

3 100.00 101.31

4 100.00 101.26

5 100.00 101.88

6 100.00 103.67 1| o0398] 0698 0560]

(*) suspicious value, (**) aberrant value
[ Test of variance

Number of values 6| [Test#
Number of values used for calculation 6
Mean of values 102.12
Variance for this series 8.513600e-01
Coefficient of variation (%) 0.90( |STAT
Confidence interval (+-) 0.97

Fig. 4.7.3 Valori precisione titolazione primo giorno.

Per ogni giorno il coefficiente di variazione non deve superare da specifica il 2% e |l

primo giorno é risultato equivalente a 0,90% (Fig. 4.7.3).

3.1.2- 2
# Level Assay %

Day2-1/ 6 100.00 110.11

Day2-2/ 6 100.00 108.41

Day2-3/ 6 100.00 110.53

Day2-4/ 6 100.00 110.88

Day 2 -5/ 6 100.00 107.06

Day 2 -6/ 6 100.00 111.32

# Level Assay % STAT | Test# |Q Calc.| @ (99%) | @ (95%) |

1 100.00 110.11

2 100.00 108.41

3 100.00 110.53

4 100.00 110.88

5 100.00 107.06 \ 1] 0317] 0688 0560

6 100.00 111.32

(*) suspicious value, (**) aberrant value
Test of variance

Number of values B| |Test# 1
Number of values used for calculation 6| |C Calc 0.711
Mean of values 109.72| |C (99%) 0.793
Variance for this series 2.701097e+00| |C (95%) 0.707
Coefficient of variation (%) 1.50| [STAT *
Confidence interval (+-) 1.73

Fig. 4.7.4 Valori precisione titolazione secondo giorno.

Per il secondo giorno il valore individuato equivale all’'1,50%, rientrando anche in
questo caso nel 2%, come da specifica (Fig. 4.7.4).
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3.1.3- Day 3

# Level Assay %
Day3-1/ 6 100.00 104.72
Day3-2/ 6 100.00 104.57
Day 3-3/ 6 100.00 104.63
Day 3-4/ 6 100.00 104.24
Day 3-5/ 6 100.00 105.55
Day 3-6/ 6 100.00 104.16

# Level Assay % STAT | Test # | Q calc.| Q (99%) | @ (95%) |
1 100.00 104.72
2 100.00 104.57
3 100.00 104.63
4 100.00 104.24
5 100.00 105.55 . 1| o0597| o0.698 0.560]
6 100.00 104.16
{*) suspicious value, (**) aberrant value
Test of variance
Number of values 6| [Test#
Number of values used for calculation 6| [CCalc
Mean of values 104.65| |C (99%)
Variance for this series 2.459500e-01 C (95%)
Coefficient of variation (%) 0.47| |STAT
Confidence interval (+-) 0.52

Fig. 4.7.5 Valori precisione titolazione terzo giorno.

Anche il terzo giorno il coefficiente della variazione delle misurazioni € risultato essere
inferiore al 2% (Fig. 4.7.5).

Per poter essere convalidato il coefficiente di variazione di ripetibilitd deve essere < al
2% e dal calcolo effettuato dallo strumento risulta essere 1,07%, mentre il coefficiente
di variazione della precisione intermedia deve essere < al 4% e dalle analisi risulta
3,8% (Fig. 4.7.6). Il metodo modificato nell'iniezione ha quindi superato il test di

precisione sia intragiorno che intergiorno.

Confidence level (1-alpha/2) for t test 97.50
Total number of values used for calculation 18
Degrees of freedom 17
T (table) 2.110
Mean value 105.49
Variation interval 1.99
Variation interval (%) 1.89
Number of series 3
Variance of repeatability Sr* 1.266136e+00
Inter-series variance "Sg*" 1.476381e+01
Variance of intermediate precision SR? 1.602995e+01
Coefficient of variation of repeatability (%) 1.07
Specification max.: 2.00%

Coefficient of variation of intermediate precision ( 380
Specification max.: 4.00% '

Fig. 4.7.6 Tabella con limiti massimi del coefficiente di variazione di ripetibilita, del coefficiente
di variazione della precisione intermedia e dei risultati ottenuti nei tre giorni.
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4.7.2 Linearita

Per verificare il parametro di linearita, come indicato nel paragrafo 3.8, e stato
prelevato in triplo dalla materia prima un quantitativo pari al 50, 75, 100, 125 e 150%
di quanto descritto dal metodo, in modo da verificare se i risultati delle analisi dei
campioni costituiti crescessero linearmente e se la retta di linearita descritta dai punti

misurati passasse dallo O.

# Mg weighted Area
Linearity - 1/ 3 22.49 112.624638
Linearity - 2/ 3 22.60 116.561909
Linearity - 3/ 3 22.58 115663740
Linearity - 1/ 3 33.65 171.312809
Linearity - 2/ 3 34.02 172.712526
Linearity - 3/ 3 33.61 173.609473
Linearity - 1/ 3 45.26 230.025784
Linearity - 2/ 3 45.63 228.370539
Linearity - 3/ 3 45.94 228.634838
Linearity - 1/ 3 56.80 288.642410
Linearity - 2/ 3 56.28 287.528918
Linearity - 3/ 3 56.17 287.540347
Linearity - 1/ 3 68.03 347.229120
Linearity - 2/ 3 67.41 343.691566
Linearity - 3/ 3 66.99 341.855856

Confidence level for calibration curve : 97.5

364120873

310.683958

257247044

Area

203810130

150.373215

96.936304, %9 3160 4071 49.81 58.92 68.03

mg weighted

Fig. 4.7.7 Peso dei campioni con area individuata e retta di linearita derivata dai dati ottenuti.
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Due sono i criteri fondamentali da valutare:

e irisultati devono essere sufficientemente lineari e percio R? deve essere

=0.98;

¢ laretta ricavata attraverso la regressione lineare deve avere I'origine non

significativamente diversa da zero; pertanto I'intersezione della retta con

'asse y + o - gli intervalli di confidenza devono comprendere lo zero.

Il test di linearita risulta superato in quanto la retta ricavata soddisfa entrambi i requisiti

richiesti (Fig. 4.7.7).

4.7.2 Accuratezza

Nell’analisi di validazione riferita allaccuratezza si € andati a ricreare sei campioni

pesando tutte le componenti

dalle varie materie prime gia analizzate

precedentemente. Si € agito come descritto nel paragrafo 3.8, riferito al test di

accuratezza.

7 Level % Recovery %
Accuracy - 1/ 6 100 98.98
Accuracy - 2/ 6 100 97.04
Accuracy - 3/ 6 100 99.63
Accuracy - 4/ 6 100 99.77
Accuracy - 5/ 6 100 99.61
Accuracy - 6/ 6 100 99.88

Fig. 4.7.8 Tabella risultati recovery dei sei campioni.

Dalla recovery € possibile ricavare la recovery media equivalente a 99,15% con un

limite dell’intervallo di confidenza massimo di 00,29% e un limite minimo di 98,02%. In

Fig. 4.7.9 viene mostrato I'intervallo di confidenza dell’analisi.

10553

103.32

101.12

Recovery (%)

98.91

926.71

------- Specifications

of-on

9450

eeeee

Fig. 4.7.9 Intervallo di confidenza delle misurazioni ottenute dallo strumento.
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Per essere in specifica la recovery media piu o meno gli intervalli di confidenza deve
comprendere il 100% del recupero. Dal grafico si pud evincere come il 100% del
recupero sia effettivamente compreso nell’'intervallo di confidenza, per cui I'analisi &

da considerarsi valida.
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5. Discussione

5.1 Osservazioni risultati analisi berberina cloruro

Tutte le analisi eseguite non sono da reputarsi indipendenti, ma in stretta correlazione
tra loro, in quanto solo se tutti i dati ottenuti risultano conformi, il prodotto testato puo
essere rilasciato e immesso sul mercato.

Nel caso della berberina cloruro, ad esempio, prima si € analizza la materia prima che
giunge nello stabilimento in modo da verificare che non siano presenti anomalie. Si é
andati quindi a titolare la materia prima, la cui percentuale di titolazione deve essere
conforme ai range presenti nella scheda tecnica della molecola, messa a disposizione
dell’azienda dal fornitore e a cui si € fatto riferimento per questo tipo di analisi; se non
rientrasse in specifica, la materia prima potrebbe essere contaminata non rispettando
le caratteristiche ricercate. Nel nostro caso il valore deve essere = 85% e dai risultati
ottenuti la materia prima non presenta irregolarita. Per poter certificare che la materia
prima sia conforme, e possa quindi essere utilizzata in un semilavorato, si € ricercata
anche la presenza di metalli pesanti tramite ICP-OES, poiché tali sostanze
contaminanti sono nocive e se ingerite possono essere causa di avvelenamento e
provocare gravi danni all’'organismo.

La contaminazione da metalli pesanti pud avere due principali origini: la presenza
naturale nel suolo o la loro dispersione nel’ambiente da parte delle attivita antropiche.
Avendo la berberina un’origine vegetale, i metalli che si andranno a ricercare sono
quelli che potrebbero trovarsi maggiormente nella composizione chimica del terreno di
origine, in modo da ottimizzare il consumo dei reagenti e degli standard utilizzati in
questa tipologia di analisi specifica. Nei lotti analizzati non sono stati individuati valori
di Piombo, Cadmio e Nichel superiori al limite massimo consentito come da Allegato 1
del Regolamento (UE) 2023/915 della Commissione del 25 aprile 2023 relativo ai tenori
massimi di alcuni contaminanti negli alimenti. Sono riportati i seguenti valori massimi
consentiti per ogni contaminante: Pb < 3ppm, Cd < 1ppm. Nel caso del Ni, sebbene i
botanicals non vengano esplicitamente menzionati dalla Commissione europea, si
considera come limite massimo 1ppm.

Il controllo di qualita deve monitorare non solo le molecole che rappresentano un
rischio per la popolazione generale, ma anche quelle responsabili di eventi avversi in

soggetti con allergie, intolleranze o altre specifiche ipersensibilita. Un’altra analisi

112



fondamentale & pertanto la ricerca degli allergeni; tra i pit importanti & sicuramente la
presenza di glutine.

Essendo il prodotto finito una compressa ad uso orale, viene assorbito dall'intestino e
nel caso in cui fosse contaminato, potrebbe causare nei soggetti celiaci danni ai villi
intestinali provocando diverse tipologie di reazioni avverse. Materia prima,
semilavorato e anche prodotto finito sono oggetto di analisi, in quanto, a causa di una
procedura di pulizia non ottimale della strumentazione e delle apparecchiature in uso
o della stessa linea di confezionamento, si potrebbero riscontrare contaminazioni
derivate da altri prodotti contenenti glutine, che precedentemente sono stati lavorati
sulla stessa linea di produzione.

Questi pericoli sono normalmente evitati seqguendo attentamente le procedure di
pulizia, di manutenzione delle apparecchiature adibite alla produzione e, piu in
generale, di corretta prassi igienica. In base al Regolamento di esecuzione (UE) n.
828/2014, nel quale i limiti della presenza di glutine sono fissati a 20 ppm, possiamo
dichiarare conformi i risultati ottenuti dalle analisi condotte tramite test ELISA.

Le analisi non si interrompono al rilascio del prodotto, ma per ogni lotto vengono
prelevati dei campioni sui quali si effettuano studi di stabilita per verificare che le
caratteristiche descritte in etichetta siano mantenute fino alla data di scadenza.

Nel nostro caso si &€ andati ad analizzare un prodotto finito conservato per 24 mesi in

diverse condizioni ambientali (Tabella.5.1).

25°C 60%RH
T0 3m Bm 9m 12m 18m 24m
Berberina% 9771 N/A 103.39 N/A 10576 N/A 104.40
30°C 65%RH
T0 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Berberina% 97.71 N/A 105.59 N/A 96.95 N/A 101.89

40°C 75%RH

TO 3m 6m
Berberina% 7.7 10731 9913

Tabella 5.1 Titolazione percentuale media del campione di berberina nei 24 mesi.

Il range di specifica per il prodotto finito, a cui si fa riferimento, deriva da valutazioni
interne all'azienda che definiscono i limiti di conformita; tali limiti non eccedono
comunque i parametri contenuti nelle linee guida descritte nel Regolamento UE

n.1169/2011 del Parlamento Europeo e del Consiglio.
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Nei vari stati di conservazione si pud osservare come la berberina presente nel
prodotto finito abbia una titolazione che rimane sempre nel range di specifica definito
tra '80% e il 120%, per cui il prodotto ha superato il test di stabilita.

Attraverso le conformita delle analisi effettuate viene garantita la sicurezza del
prodotto, che non presenta contaminazioni, e il suo contenuto & conforme e stabile

non alterandosi anche in condizioni critiche di conservazione.

5.2 Osservazioni risultati analisi monacolina K

Il 2 giugno 2022 & stato pubblicato il regolamento (UE) 2022/860 che modifica 'allegato
[Il del regolamento (CE) n.1925/2006 del Parlamento Europeo e del Consiglio per
quanto riguarda le monacoline, in particolare la monacolina K contenuta nel riso rosso
fermentato. In base alle nuove disposizioni la quantita massima di monacolina K
assimilabile giornalmente deve essere inferiore a 3 mg. Il regolamento prevede inoltre
che le nuove formulazioni consentite non possano essere consumate dalle donne in
gravidanza e in allattamento, da bambini di eta inferiore ai 18 anni e da adulti over 70
e non possono essere utilizzate se si assumono altri prodotti contenenti riso rosso
fermentato o medicinali per abbassare il colesterolo.

Il range della titolazione percentuale presente nella scheda tecnica del fornitore a cui
si fa riferimento, ha subito delle variazioni a causa di tale limitazione, essendo ora
compreso tra I'1,7% min e I'1.9% max. Nelle analisi svolte sulla materia prima non si
sono evidenziate irregolarita rientrando tutti i titoli medi nel range qui sopra riportato.
Come per la berberina si sono effettuate analisi per ricercare la presenza di glutine,
poiché la monacolina K viene utilizzata sia in prodotti simili a quelli contenenti
berberina, sia insieme ad essa. Dai risultati ottenuti, anche in questo caso non &
presente una quantita di glutine superiore al limite massimo consentito nel
Regolamento di esecuzione (UE) n. 828/2014.

Le condizioni, in cui i campioni contenenti monacolina K sono inseriti in test di stabilita,
sono simili a quelli visti per la berberina. Nella tabella 5.2 possiamo osservare i dati

relativi alla stabilita di un campione analizzato nei 24 mesi.

25°C 60%RH
TO 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Monacolina K % 104 64 10010 99 04 101 82 98 62 97 85 95 68

30°C 65%RH
TO 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Monacolina K % 104.64 101.61 98.85 98.40 97 .47 94 80 92 16

Tabella 5.2 Titolazione percentuale media del campione di monacolina K nei 24 mesi.
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Complessivamente per la monacolina K le analisi effettuate hanno dato come risultato
una materia prima che tende a non modificarsi nel tempo, anche se sottoposta a diversi
metodi di conservazione; infatti, tutti i valori ottenuti sono compresi tra 85% e 105%.

Il range € stabilito da valutazioni aziendali con parametri conformi alle linee guida
presenti nel Regolamento UE n.1169/2011 del Parlamento Europeo e del Consiglio.
Per questo motivo possiamo affermare che il lotto in questione non ha evidenziato
problemi di stabilita nel conservarsi e da queste analisi si pud evincere come la
monacolina K sia una molecola resistente, che non subisce modificazioni significative

nel corso del tempo.

5.3 Osservazioni risultati analisi silimarina

La silimarina & contraddistinta da funzioni e campi d’azione differenti rispetto a
berberina cloruro e monacolina K, che possono sinergizzare, grazie alla
complementarieta dei rispettivi meccanismi di azione.

La silimarina, inoltre, &€ una molecola piu complessa con piu isoforme presenti in
concentrazioni diverse; per questo motivo quando viene analizzata si deve valutare la
presenza di tutte le isoforme, dalla cui somma si ottiene la percentuale della titolazione
finale.

Dai test sulla materia si denota che la stessa & conforme alle specifiche presenti nella
scheda tecnica del fornitore a cui I'azienda fa riferimento; infatti, la titolazione media
percentuale totale & compresa nel range tra 75% e 80,9%, avvicinandosi al limite
massimo senza superarlo.

Riguardo alla stabilita nel prodotto finito si € analizzato un numero maggiore di
campioni derivati da due sue tipologie, composte da diverse miscele contenenti
silimarina.

Nel primo caso i campioni sono stati conservati nelle condizioni di temperatura e

umidita visibili in tabella 5.3.1.

25°C 60%RH
T0 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Silimarina %o 104.10 N/A N/A 104.94 103.98 96.84 112.40

30°C 75%RH
T0 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Silimarina % 104.10 113.21 109.63 116.70 104.22 100.00 112.30

Tabella 5.3.1 Titolazione percentuale media del campione di silimarina nei 24 mesi.
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In un primo momento si sono effettuate le analisi a 25°C 60%RH a T0, ossia il momento
in cui il campione & stato prodotto e messo in stabilita. Rianalizzando il campione dopo
un anno e dopo due anni si &€ osservato come le titolazioni percentuali non presentino
una variazione significativa, risultando ampiamente all’interno del range di conformita
del prodotto finito stabilito da valutazioni interne, che lo definiscono tra il 70% e il 130%,
rimanendo nei parametri contenuti nel Regolamento UE n.1169/2011 del Parlamento
Europeo e del Consiglio.

Nel secondo caso si € analizzato un prodotto finito con una forbice piu ampia di valori
di conservazione; infatti, si pud osservare in tabella 5.3.2 le modalita in cui sono stati

inseriti in stabilita i campioni presi in esame.

TO 3m Bm 9m 12m 18m 24m
Silimarina % 107.14 105.45 112.18

30°C 65%RH
T0 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Silimarina % 107.14 105.51 110.70

30°C 75%RH
T0 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Silimarina % 107.14 109.81 113.29

40°C 70%RH
TO 3m 6m 9m 12m 18m 24m
Silimarina % 107.14 107.27 111.05

Tabella 5.3.2 Titolazione percentuale media del campione di silimarina nei 6 mesi.

Come si pud osservare a 25°C 60%RH, a 30°C 65%RH, a 30°C 75%RH e a 40°C
70%RH non sono presenti grandi variazioni nelle titolazioni nel corso dei sei mesi;
pertanto, si pud dedurre che nel secondo prodotto finito, la silimarina si mantiene
stabile anche se sottoposta a variazioni importanti di temperatura e di percentuale di
umidita relativa, per cui il prodotto & sicuro e viene garantita la sua efficacia fino alla
data di scadenza.

La variabilita intrinseca delle materie prime naturali che non sono costruite con
stabilizzanti chimici (come pu0 essere un principio attivo farmacologico), unita alla
variabilita sperimentale dei metodi analitici, conferma che le molecole analizzate per
gli integratori alimentari sono entro i limiti previsti e rimangono stabili nel tempo per

tutta la shelf life del prodotto.
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5.3.1 Osservazioni validazione metodo su un nuovo strumento

Con l'arrivo del nuovo strumento le analisi sono state osservate da un’altra prospettiva,
ossia il fine ultimo non era andare a verificare la presenza della molecola in esame,
ma la capacita dello strumento di fornire risultati corretti tramite il metodo utilizzato per
la silimarina. Il dato analitico deve essere robusto e in accordo agli standard GMP, per
cui & necessario avere una convalida del metodo stesso basata su Specificita,
Precisione, Accuratezza e Linearita secondo le linee guida ICH Q2A e ICH Q2B.

Per validare il nuovo HPLC si sono effettuate diverse tipologie di analisi anche su piu
giorni e con campioni preparati in giorni diversi, aventi caratteristiche specifiche
conosciute da rilevare tramite iniezioni effettuate in date differenti da piu operatori.
Uno dei parametri valutati & la Specificita, utilizzando la linea guida ICH Q2 (R1). In
relazione ad essa si & osservato come lo strumento non presentasse interferenze nel
grafico riferito al campione contenente solo silimarina, oltre a non fornire alcun segnale
nel bianco composto da una miscela priva della molecola analizzata. Questo risultato
ha dimostrato che lo strumento € in grado di distinguere senza errori la molecola in
esame rispetto ad altre possibili sostanze contenute all'interno di un integratore.

La Precisione, invece, descrive quanto i valori restituiti dallo strumento siano tutti
uniformi. Per verificarlo si sono effettuate tre analisi in tre giorni diversi, in modo da
ottenere sia un coefficiente di variazione intragiorno per il quale la percentuale
massima si attesta al 2%, sia un coefficiente di variazione intergiorno (riferito a tre
giorni di analisi) inferiore al 4%, entrambi definiti dalle norme ISO 5725-1:2023, ISO
5725-2:2020, ISO 5725-3: 2023, 1ISO 5725-4: 2020, 1SO 5725-5: 1998 e ISO 5725-6:
1994.

Nelle prime prove i risultati ottenuti non erano conformi, poiché non soddisfavano i
limiti intergiorno. Si & reso dunque necessario ipotizzare le cause del problema. Si é
inizialmente intervenuti aumentando il tempo di condizionamento dello strumento, ma
cio non ha portato variazioni significative dei risultati, si € quindi provato ad intervenire
sulla pulizia dell’ago di iniezione, ma anche in questo caso non sono stati osservati
miglioramenti apprezzabili. Si & valutato infine la possibilita di aumentare la quantita di
campione analizzato dallo strumento, ed in quest'ultimo caso si € notato che
aumentando l'iniezione da 0,5 ul a 4 pl di campione, si € ottenuto un miglioramento
nella precisione. Dalle analisi effettuate successivamente alla modifica del metodo,
entrambi i coefficienti di variazione sono risultati essere inferiori ai limiti massimi

permessi; a seguito di cid lo strumento & stato convalidato nel test di precisione.
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Un altro parametro molto importante che é stato testato sullo strumento € la Linearita,
per la quale le medie dei risultati derivanti dalle varie percentuali dei campioni prelevati
sono stati inseriti in un grafico (Y= area rilevata, X= mg pesati dei campioni).

Tali misurazioni ottenute, per essere valide secondo la norma ISO 11095:2010, devono
posizionarsi in punti appartenenti ad una retta passante per I'origine avente una R?
>0.98.

La retta risultante dai dati ottenuti rispecchia le caratteristiche dei parametri analizzati
e quindi certifica che lo strumento € in grado di rilevare correttamente le titolazioni dei
campioni, anche con quantita prelevate differenti rispetto a quelle indicate nel metodo
d’analisi.

Nell'ultimo test eseguito si & valutata I'’Accuratezza dello strumento, cioé quanto i
risultati ottenuti si discostano dai valori effettivi dei campioni preparati con una quantita
nota del campione ricostituito utilizzato per la validazione.

| dati ottenuti dalla media delle recovery dimostrano che lo strumento risulta accurato,
essendo in grado di rilevare l'effettiva quantita della molecola all'interno di prodotto
contenente silimarina posto in analisi secondo gli intervalli di tolleranza previsti dalla
norma 1SO 16269-6:2014 / USP 1210 con limite minimo di 95% di recovery e limite
massimo di 105%.

Al termine di tutti i processi di validazione sopra descritti, si &€ potuto convalidare il
metodo d’analisi della silimarina sul nuovo HPLC, poiché tutti i risultati rientravano nei

limiti di accettazione dei test effettuati.
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6. Conclusione

Uno stile di vita sano, costruito su una dieta controllata e varia, un costante esercizio
fisico e 'adozione di comportamenti virtuosi per la salute risultano essere fondamentali
in ogni fase della vita di persone giovani, adulti o anziani. Gli studi scientifici pubblicati
negli ultimi decenni hanno dimostrato chiaramente che la dieta e i suoi componenti
sono in grado di influenzare lo stato di salute, modulando favorevolmente o
sfavorevolmente aspetti fisiologici o fisiopatologici. La dieta, pero, non sempre riesce
ad assicurare un corretto rifornimento di principi nutritivi.

| nutraceutici possono dunque assumere un ruolo significativo come modulatori
cellulari e funzionali in grado di ottimizzare i processi fisiologici dell’organismo umano,
contribuendo in alcuni casi anche alla prevenzione di fattori di rischio di malattia, come
ormai dimostrano numerose osservazioni epidemiologiche.

Nel contesto della medicina anti-aging, I'azione epatoprotettrice, antiossidante,
antinfiammatoria, rigenerativa, detossificante e tonico-stimolante dei principi attivi
contenuti nel cardo mariano (Sylibum marianum) fanno di questa pianta officinale
un’importante molecola utilizzabile sul piano clinico e preventivo. Buona parte delle
sue proprieta sono attribuite alla silimarina, un mix di sostanze antiossidanti ed
epatoprotettive impiegate nella moderna fitoterapia e le cui tante possibili applicazioni
terapeutiche e cliniche sono in corso di esplorazione. E proprio la silimarina € al centro
di recenti studi volti a sviluppare un sistema per produrre in vitro questa importante
frazione flavonoidica del cardo mariano, basandosi sull’utilizzo di colture cellulari. La
silimarina disponibile sui mercati farmaceutici e nutraceutici € estratta dai frutti secchi
di cardo mariano. | metodi convenzionali utilizzati per la sua produzione presentano
pero diversi limiti, dovuti alla scarsa resa delle coltivazioni di cardo e alla stagionalita di
accumulo della silimarina nei suoi frutti. Grazie alla produzione in vitro, i vantaggi
rispetto alla produzione agricola di silimarina sarebbero molteplici; ad esempio si
potrebbe ottenere un livello costante di produzione, indipendentemente dai vincoli
ambientali, e con procedure di purificazione notevolmente semplificate. Il processo di
produzione risulterebbe inoltre piu economico e a piu alto rendimento, contribuendo
cosi a diffonderne I'assunzione e i conseguenti effetti benefici sulla salute umana.

In uno studio pubblicato nell’agosto 2022 sulla rivista scientifica Nutrients, si indaga il
meccanismo di assorbimento della berberina sucrosomiale e i suoi effetti sui livelli di

glucosio in un modello di sindrome metabolica (Lupo M.G. et al., 2022).
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La berberina, alcaloide naturale, mostrerebbe proprieta di controllo dei livelli di
colesterolo e glicemia. Per queste sue caratteristiche risulta un fitoestratto
particolarmente interessante sul controllo del metabolismo dei grassi. Tuttavia,
presenta scarse capacita di assorbimento, quindi, per osservare un effetto misurabile
nell’organismo, & necessario assumerne quantita molto elevate. Per ovviare a questo
limite, al normale fitoestratto di berberina e stata applicata la tecnologia sucrosomiale.
Il nome di questa speciale tecnologia deriva dal sucrosoma, ovvero il complesso di
sostanze che circondano il nutriente, lo preservano dall’azione di sostanze esterne, lo
trasportano e ne favoriscono I'assorbimento a livello della mucosa dellintestino.
Questo sistema brevettato € applicato con successo da anni ai minerali e nutrienti
essenziali per 'organismo umano come il selenio, lo zinco, il calcio, il magnesio, lo
lodio e, soprattutto, il ferro, e come dimostrano le numerose evidenze scientifiche
pubblicate, ha permesso di aumentarne sia la tollerabilita gastrointestinale che
I‘assorbimento. L’applicazione della tecnologia sucrosomiale alla berberina e in questo
senso una novita assoluta, perché si tratta di un fitoestratto, quindi un elemento con
caratteristiche molto diverse rispetto ai minerali.

Tra i principi attivi dotati di una significativa capacita di migliorare il profilo lipidico,
disponibili per I'uso clinico nel nostro Paese, € presente anche il riso rosso fermentato
(Red Yeast Rice o RYR), prodotto purificato dell’attivita di un fungo, il Monascus
Purpureus e titolato in monacolina K; la sua indicazione elettiva € rappresentata dai
pazienti con ipercolesterolemia da lieve a moderata e rischio cardiovascolare globale
non elevato. Inoltre, gli integratori a base di riso rosso fermentato sembrano
caratterizzati da un migliore profilo di sicurezza rispetto alle statine. Dal giugno 2022
sono state pero imposte restrizioni dal’lUE sul dosaggio giornaliero consentito e i
soggetti utilizzatori.

Gli integratori alimentari contenenti estratti o derivati vegetali destinati alla vendita
nel’lUnione Europea devono essere conformi ai requisiti previsti dalla legislazione
alimentare dellUE per quanto riguarda composizione, etichettatura, qualita e
sicurezza. Per formulazioni che contengono estratti vegetali € richiesta la
corrispondenza fra etichetta e preparazione sia in termini quantitativi sia qualitativi per
i suoi componenti biologicamente attivi. Nella produzione e controllo la presenza di
ingredienti botanici aggiunge perd qualche criticita specifica. La materia prima
rappresenta il primo stadio della filiera ed ha un ruolo cruciale nella qualita; le piante

che verranno utilizzate come ingredienti, dovranno essere sottoposte a stretti controlli
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per i contaminanti biologici (batteri, virus, muffe e relative tossine) e chimici (pesticidi,
metalli pesanti ecc.).

| prodotti utilizzati in nutraceutica sono per lo piu classificati quali integratori e vengono
pertanto normati dagli stessi regolamenti del settore alimentare. In questo contesto
devono pertanto anche assicurare il controllo degli ingredienti allergenici o implicati
nelle intolleranze alimentari.

La legislazione alimentare del’UE prevede che tutti i prodotti, compresi quelli a base
di vegetali, debbano contenere una data di termine minimo di conservazione o data di
scadenza in etichetta. Il fabbricante del prodotto & responsabile della determinazione
della data di scadenza in funzione delle caratteristiche e della forma di presentazione
dellintegratore. Le informazioni necessarie per determinare la shelf-life possono
essere ricavate dai test di stabilita in condizioni di umidita e temperatura prefissate.
Nel quadro del sistema HACCP in vigore, i produttori devono adottare le misure
necessarie per garantire che tutte le fasi del processo siano adeguate ad ottenere i
risultati attesi. Eventuali variazioni del processo produttivo, delle materie prime, o delle
attrezzature, devono essere affrontate con adeguate modifiche al sistema di
assicurazione della qualita.

Gli integratori sono sicuramente un settore in continua crescita. Nel 2022 il comparto
ha superato i 4 miliardi di euro di fatturato, confermandosi un settore in forte ascesa.
L’ltalia € il leader europeo nel mercato, coprendo abbondantemente il 26% del valore
totale dello stesso. In Italia ad assumerli sono 30 milioni di soggetti, con una leggera
prevalenza tra le donne e nel target 35-54 anni. E quanto emerso dallo studio “Lo
scenario degli integratori, tra benessere e star bene”, condotto dall'lstituto di Ricerca
Internazionale Future Concept Lab per Integratori & Salute, l'associazione che
rappresenta il comparto degli integratori alimentari in Italia, parte di Unione Italiana
Food. Lo studio, presentato in occasione di un media event svoltosi nel giugno 2023
ha permesso di disegnare il futuro degli integratori nel nostro Paese. Gli italiani sono
sempre piu attenti alla salute e alla prevenzione puntando su un mix di alimentazione
equilibrata, vita attiva e uso appropriato di integratori alimentari per mantenere un
benessere fisico e mentale. Basti pensare che, nell’ultimo anno, il 73,3% degli italiani
ha utilizzato integratori alimentari almeno una volta e piu di 8 italiani su 10 (82,8%) li
hanno usati nel corso della propria vita. La maggior parte li assume per sostenere le
difese immunitarie (30,1%), come complemento energetico (26,3%) e come aiuto per

le ossa e le articolazioni (24,4%). Altri ne fanno ricorso per integrare diete vegane e
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vegetariane (22%), per normalizzare lintestino (22%), per aiutare la digestione
(20,8%) e migliorare i problemi d’insonnia (20,2%). |l consumo di integratori da parte
degliitaliani € comunque in larga parte consapevole: dallo studio emerge infatticome 8
su 10 (77,7%) abbiano una percezione corretta degli integratori alimentari. Sono stati
definiti soprattutto come un “aiuto a colmare le carenze dell’organismo”, ma anche
come “un supporto per rafforzare I'abitudine a mangiare sano e a fare movimento” e
“sono per tutti, per un benessere complessivo”. Guardando dunque al futuro, si
prevede una crescente importanza degli integratori nella vita delle persone. In primis,
perché si crede che la ricerca scientifica contribuira con nuovi ritrovati ad allungare la
vita in salute (60,5%) e perché gli integratori saranno sempre piu innovativi e utili al
mantenimento dello stato di salute grazie al contributo della scienza (55,6%)

(www.nutrientiesupplementi.it).
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