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1. Wstep

Wedtug danych GUS w 2014 roku konsumpcja owocoéw §wiezych w Polsce wynosita niecate
28 kg na osobe (bez owocoOw poludniowych). Potowa z tego przypada na jabtka, ktore w handlu
dostepne sa praktycznie przez caty rok. Konsumenci chetnie siegaja po owoce innych gatunkéw
(bardziej sezonowe) w tym gruszki 1 brzoskwinie, pod warunkiem ze sg wysokiej jakosci. Wazne
jest dla nich aby spozywane owoce stanowity warto$ciowe zroédlo bioaktywnych sktadnikow
niezaleznie od tego czy trafia do sprzedazy bezposrednio po zbiorach, czy tez po
przechowywaniu. Jablka, brzoskwinie 1 gruszki zawieraja wiele cennych skladnikéw
bioaktywnych, migdzy innymi kwas askorbinowy (inaczej witamina C), jablkowy i cytrynowy.
Pomimo, Ze nie sg to szczegdlnie bogate zrodta zwlaszcza kwasu askorbinowego, ich obecnosé
w diecie zapewnia systematyczne uzupetnianie sktadnikow bioaktywnych.

Kwas askorbinowy dzigki wlasciwosciom przeciwutleniajgcym wplywa na prawidlowe
funkcjonowanie ludzkiego organizmu, przede wszystkim przez podnoszenie odporno$ci
| dziatanie przeciwinfekcyjne. Pelni on réowniez bardzo wazng role dla ograniczania chordb
fizjologicznych jabtek, gruszek i brzoskwin, a tym samym sprzyja ograniczeniu niekorzystnych
zmian jako$ciowych owocow jak i strat przechowalniczych. Niestety, zawarto$¢ wszystkich
wymienionych kwaséw ulega znaczacemu spadkowi podczas przechowywania, dlatego tez
wprowadzanie innowacyjnych technologii przechowywania pozwalajacych zachowaé je jak
najdluzej w owocach staje si¢ kluczowym wyzwaniem.

2. Cel zadania

Celem zadania bylo opracowanie i walidacja metody chromatograficznej oznaczania
bioaktywnych sktadnikow tj. kwasu askorbinowego, kwasu jabtkowego i kwasu cytrynowego
w jabltkach, gruszkach 1 brzoskwiniach.

3. Metodyka oznaczania kwaséw organicznych

3.1 Przygotowanie probki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, owoce zostaty rozdrobnione w stanie
zamrozonym w malakserze z uzyciem suchego lodu (staty ditlenek wegla).
Nastgpnie 5 g rozdrobnionych owocow homogenizowano przez 2 minuty w 50 ml kwasu
metafosforowego, nastgpnie saczono na sgczku jakosciowym i filtrowano przez filtr nylonowy
0,45 pm. Przeprowadzono ekstrakcje analitu z owocow jabtek stosujac 3 poziomy stezen
roztworu kwasu metafosforowego: 3%, 6% i 10%. Doswiadczenie przeprowadzono na dwoch
odmianach jabtek réznigcych si¢ zawartoscig kwasow: ‘Szampion’ i ‘Alex Red’ oraz jednej
odmianie brzoskwin (‘Redhaven’) i jednej odmianie gruszy (‘Konferencja’) . Przeprowadzono
3 ekstrakcje probki obydwoch odmian jabtka dla kazdego poziomu kwasu metafosforowego.
Najnizsze warto$ci analizowanych zwigzkéw otrzymano po zastosowaniu do ekstrakcji 10%
kwasu metafosforowego (Tabela 1). Nie stwierdzono istotnych réznic w zawarto$ci kwasu
askorbinowego pomigdzy traktowaniem 3% i 6% roztworu ekstrahujacego. Natomiast kwasu
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jabtkowego bylo wiecej po zastosowaniu 6% kwasu metafosforowego, jednak w przypadku
odmiany ‘Alex Red’ nie byty to statystycznie istotne roznice.

W dalszych badaniach do ekstrakcji kwasow stosowano 6% kwas metafosforowy zaréwno dla
jablek, jak i gruszek i brzoskwin.

Tabela 1. Wplyw stezenia roztworu ekstrahujacego na zawartos¢ (mg/100g) kwasu
askorbinowego, jabtkowego i cytrynowego w ekstrakcje z surowca jabtka

St¢zenie kwasu Szampion Alex Red
metafosforowego KA KJ KC KA KJ KC
3% 173b 301,3a 2,34b 794a 14272a 121a
6% 169b 306,3b 128a 8,02a 14475a 122a
10% 156a 3004a 128a 7,87a 14394a 125a

Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami w kolumnie nie rdznig si¢ istotnie (test HSD
Tukeya, a = 0,05, n=3). Skroty: KA — kwas askorbinowy, KJ — kwas jabtkowy, KC — kwas

cytrynowy.

3.2 Analiza chromatograficzna (HPLC)

Rozdzial prowadzono wykorzystujagc dwie kolumny Supelco LC-18 (250 mm x 4,6 mm;
5 um) z prekolumna, polaczone szeregowo. Warunki elucji byly nastepujace: 0,8 ml min™,
temperatura 30 °C, dtugo$é¢ fali 244 nm (dla kwasu askorbinowego) i 210 nm (dla kwasu
jablkowego i1 cytrynowego), faza ruchoma to 1% bufor fosforanowy (KH,PO,;) o pH=2,5
W przeptywie izokratycznym. Rysunek 1 przedstawia rozdziat analizowanych kwaséw wyzej

opisang metodg chromatograficzng.

1 DADT A, Sig=244 4 Ref=360,100 (151126_KWA51126 000002 D)
I DADT C, Sig=210 8 Ref=360,100 (151126_KWAV51126_000002 D)
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Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu kwasow (jabtkowego, askorbinowego i cytrynowego
na kolumnach Supelco LC-18 (250 mm x 4,6 mm; Spm) polaczonych szeregowo.
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4. Walidacja metody chromatograficznej

Wyznaczono nastgpujgce parametry walidacji:

Zakres stezen substancji, w ktorym metoda daje wyniki badan proporcjonalne do stezenia
substancji.

Liniowos$¢ czyli wyznaczenie krzywej regresji y = ax +b, a do oceny liniowosci wykorzystano
wspotczynnik Korelacji Rz, wspotczynnik ten nie moze by¢ mniejszy niz 0,999. Liniowos$¢
wyznaczano na 11 poziomach wzorca substancji, a kazdy ze wzorcow analizowano 3-krotnie.

Granica wykrywalnosci (LOD) czyli najmniejsza zawarto$¢ substancji, ktéra mozna wykry¢
Z 95% pewnoscig statystyczng (wzor 1).

Granica oznaczalno$ci (LOQ) czyli najmniejsze st¢zenie substancji, ktére mozna oznaczy¢
z dopuszczalng precyzja i doktadnoscia w ustalonych warunkach badania (wzor 2).

LOD = 3,3*Se/a 1)
LOQ = 10*Se/a (2)

Wzory opieraja si¢ na odchyleniu standardowym oraz nachyleniu krzywej kalibracji,
przedstawiajacej zalezno$¢ odpowiedzi detektora od stgzenia analitu.

Precyzja aparatury : 6 -krotne nastrzykniecie tej samej probki i wyznaczenie wzglednego
odchylenia standardowego (RSD).

Precyzja metody: 3 ekstrakcje probki, 2-krotne nastrzykniecie kazdego ekstraktu. Analiza
jednego dnia (intra-day), analiza przez 3 kolejne dni w takich samych warunkach (inter-day);
parametr wyrazony jako RSD.

Powtarzalno$¢: precyzja wynikow uzyskanych w tych samych warunkach pomiarowych,
wyliczona w oparciu 0 RSD (wzor 3).

u = RSD/pierwiastek(n) (3)

Stabilno$¢ probki: 6-krotna analiza tej samej probki w dniu przygotowania oraz po 24 i 48
godzinach przechowywania w temperaturze pokojowej i w lodéwce.

Odzysk: wzbogacenie probki w standard zewnetrzny na dwoch poziomach 50% i 100%. 3-
krotna ekstrakcja na kazdym poziomie wzbogacania.

Tabela 2. Zestawienie parametrow walidacji metody chromatograficzne;j

kwas askorbinowy kwas jablkowy kwas cytrynowy
zakres stgzen 0,01-10,1 mg/100 ml 0,05-20,0 mg/100 ml 0,3-20 mg/100 ml
liniowos¢ y =0,0012x + 0,0351 y =0,0774x + 0,0527 y = 0,0589x + 0,0494
R’ 0,999 0,999 0,999
LOD 0,1 mg/100 ml 0,1 mg/100 ml 0,1 mg/100 ml
LOQ 0,5 mg/100 ml 0,3 mg/100 ml 0,4 mg/100 ml
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Tabela 3. Charakterystyka metody dla jabtek

‘Szampion’ kwas askorbinowy kwas jablkowy kwas cytrynowy
zawarto$¢ mg/ 100 g 16,9 306,3 1,28
precyzja aparatury [RSD %] 0,43 1,50 10,65
precyzja metody intra-day [RSD %] 2,09 0,83 6,42
precyzja metody inter-day [RSD %] 2,64 0,91 6,74
powtarzalnosc¢ [u] 0,85 0,34 2,64
stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 96,1 102,7 106,4
stabilno$¢ (48 godz. w lodowce) 97,2 99,4 94,7
odzysk [%] 98,7 99,7
odzysk [RSD %] 1,57 0,69

* Ze wzgledu na niskg zawarto$¢ kwasu cytrynowego (ponizej LOQ) okreslenie odzysku jest utrudnione.

Tabela 4. Charakterystyka metody dla jabtek

‘Alex Red’ kwas askorbinowy kwas jabtkowy kwas cytrynowy
zawarto$¢ mg/ 100 g 8,02 1447,5 12,1
precyzja aparatury [RSD %] 0,26 0,83 2,63
precyzja metody intra-day [RSD %] 1,26 1,66 2,54
precyzja metody inter-day [RSD %] 2,22 0,54 5,91
powtarzalnos¢ [u] 0,51 0,68 1,04
stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 92,5 103,8 95,7
stabilno$¢ (48 godz. w lodowce) 97,8 100,4 86,3
odzysk [%] 99,7 101,3
odzysk [RSD %] 1,02 1,41

Tabela 5. Charakterystyka metody dla brzoskwin

‘Redhaven’ kwas askorbinowy* kwas jablkowy kwas cytrynowy
zawarto$¢ mg/ 100 g 0,85 309,6 2948
precyzja aparatury [RSD %] 1,16 1,03
precyzja metody intra-day [RSD %] 1,67 1,70
precyzja metody inter-day [RSD %] 1,40 5,91
powtarzalnos¢ [u] 0,68 0,69
stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 101,6 99,3
stabilnos¢ (48 godz. w lodéwce) 102,3 102,1
odzysk [%] 90,5 101,6 103,0
odzysk [RSD %] 7,35 1,30 1,60

*Ze wzgledu na §ladowa zawarto$¢ kwasu askorbinowego w badanej odmianie brzoskwini wyznaczono tylko jeden
parametr walidacji dla tej matrycy — odzysk, ktory jest zgodny z wytycznymi AOAC (odzysk dla stezen analitu
ponizej 10 ppm powinien miesci¢ sie w przedziale 80-110%).
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Tabela 6. Charakterystyka metody dla gruszek

‘Konferencja’ kwas askorbinowy* kwas jabtkowy kwas cytrynowy
zawarto$¢ mg/ 100 g 0,77 303,9 2,99
precyzja aparatury [RSD %] 1,00 4,66
precyzja metody intra-day [RSD %] 1,45 6,63
precyzja metody inter-day [RSD %] 1,14 11,40
powtarzalnos¢ [u] 0,59 2,71
stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 97,1 123,4
stabilno$¢ (48 godz. w lodéwce) 100,6 126,9
odzysk [%] 89,1 100,2 99,6
odzysk [RSD %] 6,13 1,95 4,89

*Ze wzgledu na $ladowa zawarto$¢ kwasu askorbinowego w badanej odmianie gruszki wyznaczono tylko jeden
parametr walidacji dla tej matrycy — odzysk, ktory jest zgodny z wytycznymi AOAC ($redni odzysk dla stgzen
analitu ponizej 10 ppm powinien mie$ci¢ si¢ w przedziale 80-110%).

5. Whioski

® Zastosowana metoda jest przydatna do badan sktadu kwasoé6w organicznych (jabtkowy
i cytrynowy) oraz kwasu askorbinowego w $wiezych owocach jabtek, brzoskwin
I gruszek.

e Granica wykrywalnosci (LOD) tych zwiazkow wynosi 0,1 mg/100 ml ekstraktu za$
granica oznaczalnos$ci waha si¢ od 0,3 do 0,5 mg/100 ml.
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