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1. Wstep

Owoce brzoskwin dostarczaja do diety cztowieka barwniki zarowno antocyjanowe, jak
i karotenoidowe, ktore wykazujg szerokie spektrum dziatania przeciwutleniajacego, dzigki czemu
wykazujg korzystny wplyw na zdrowie cztowieka. Ponadto, karotenoidy posiadajg aktywnos$¢
prowitaminowsg, a spo$rdd nich najwyzsza aktywnos$¢ witaminy A wykazuje B-karoten, ktory
wystepuje w owocach brzoskwin. Spozycie barwnikow antocyjanowych i karotenoidowych z dieta
moze by¢ obnizone wskutek usuwania zewnetrznej czgsci owocOwW czy warzyw, poniewaz
W skorce przewaznie znajduje si¢ najwiecej tych sktadnikow prozdrowotnych. Tak wigc, aby
W peni korzysta¢ z prozdrowotnych wtasciwosci brzoskwin, zalecane jest ich spozycie w cato$ci
wraz ze skorka.

2. Cel zadania

Celem zadania byto opracowanie i walidacja metody chromatograficznej oznaczania
barwnikow antocyjanowych i karotenow w owocach brzoskwini.

3. Walidacja metody chromatograficznej

Wyznaczono nast¢pujace 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 liniowos$ci wykorzystano
wspolczynnik korelacji Rz, wspodtczynnik ten nie moze by¢é mniejszy niz 0,999. Liniowo$¢
wyznaczano na 11 poziomach wzorca substancji, a kazdy ze wzorcow analizowano 3-krotnie.

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

Granica oznaczalnosci (LOQ) czyli najmniejsze st¢zenie substancji, ktore mozna oznaczy¢
z dopuszczalng precyzja 1 doktadnos$cig w ustalonych warunkach badania (wzoér 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.
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Powtarzalno$¢: precyzja wynikow uzyskanych w tych samych warunkach pomiarowych,
wyliczona w oparciu o RSD (wzér 3).

u = RSD/pierwiastek(n) (3)

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

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

4. Opis opracowanej metodyki
4.1 Oznaczanie barwnikow antocyjanowych w brzoskwini

a) Przygotowanie prébki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, owoce brzoskwini odmiany ‘Redhaven’
zostaty rozdrobnione w stanie zamrozonym w malakserze z uzyciem suchego lodu (staty ditlenek
wegla).

Nawazki 10 g rozdrobnionych owocow homogenizowano przez 2 minuty w 50 ml 70%
metanolu, nastepnie wirowano przy obrotach 10 tys. G przez 10 minut. Otrzymany supernatant
sgczono na sgczku jakosciowym i rozcienczono 1:3 buforem octanowym (Solwent A).

b) Analiza chromatograficzna (HPLC)

Rozdzial prowadzono na kolumnie Synergi Fusion-RP 80A (250 mm x 4,6 mm; 4 um)
z prekolumna. Warunki elucji byty nastepujace: przeptyw 0,5 ml min™, temperatura 25 °C,
dhugos¢ fali 520 nm, faza ruchoma sktada si¢ z 10,2% kwasu octowego w 2mM octanie sodu
(solwent A) i acetonitrylu (solwent B). Analiza HPLC byta prowadzona w przeptywie
gradientowym: 0-20 min, 3 % B; 20-40 min, 17 % B; 40-65 min, 40 % B; 65-68 min, 90 % B;
68-72 min, 90 % B izokratycznie; 72-73 min, 0 % B. Rysunek 1 przedstawia rozdziat
analizowanych antocyjanéw Wyzej opisang metodg chromatograficzng. W brzoskwini wystepuja
dwa zwiagzki antocyjanowe: glukozyd- i rutozyd cyjanidyny. Wyniki zostaty obliczone wedtug
krzywej wzorcowej standardu glukozydu cyjanidyny | wyrazone w mg/kg.

DAD1 D, Sig=520 6 Ref=off (161205_FEN\161205_000003.D)
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Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu antocyjanéw w brzoskwini.
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Tabela 1. Zestawienie parametrow walidacji metody chromatograficznej oznaczania antocyjanéw
w surowcu brzoskwini

glukozyd cyjanidyny

zakres stezen 0,39-36,0 mg/l
Liniowo$¢ y = 0,00812x + 0,29945
R? 0,998

LOD 1,85 mg/l

LOQ 5,60 mg/I

Tabela 2. Charakterystyka metody dla brzoskwini

Brzoskwinia ‘Redhaven’ glukozyd cyjanidyny rutozyd cyjanidyny  suma antocyjanéw
zawartos¢ mg/ kg 215 51 27,6
precyzja aparatury [RSD %] 0,61 6,05 0,63
precyzja metody intra-day [RSD %] 2,09 9,91 2,25
precyzja metody inter-day [RSD %] 1,69 4,14 1,60
powtarzalnos¢ [u] 0,85 4,05 0,92
stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 92,6 98,0 92,4
stabilnos¢ (48 godz. w lodowce) 98,6 98,5 98,3
odzysk [%]* 90,8
odzysk [RSD %] 3,71

*Ze wzgledu na ograniczong ilo§¢ standardéw antocyjanowych odzysk zostal wykonany tylko dla glukozydu
cyjanidyny, ktory jest zgodny z wytycznymi AOAC ($redni odzysk dla stezen analitu ponizej 10 ppm powinien
miesci¢ si¢ w przedziale 80-110%).

4.2 Oznaczanie karotenow w brzoskwini

a) Przygotowanie probki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, owoce brzoskwini zostaty rozdrobnione
W stanie zamrozonym w malakserze z uzyciem suchego lodu (staly ditlenek wegla). Nawazke 10 g
rozdrobnionych owocow i 0,1 g weglanu magnezu (MgCO3) zalewano 5 ml wody destylowanej
I 50 ml roztworu ekstrahujgcego (heksan:aceton 6:4 (v/v)), a nastgpniec homogenizowano przez
5 minut. Otrzymany ekstrakt sagczono na lejku Buchnera zlewajac najpierw heksan, a osad na lejku
przemywano niewielka iloscig roztworu ekstrahujgacego. Ekstrakt z niewielkg iloscia wody
dejonizowanej wytrzasano w rozdzielaczu (500 ml) przez 20 sekund. Po rozdzieleniu faz, dolng
faze odrzucano, a wypukiwanie acetonu za pomocg wody powtarzano kilkakrotnie do momentu
az gorna faza nie zawierata acetonu. Fazg heksanowa zawierajacg karoteny sagczono na saczku
bibutowym z bezwodnym siarczanem sodu do kolby wyparkowej na 250 ml. Heksan odparowano
do sucha na wyparce prozniowej przy minimalnej predkosci obrotow w temperaturze 40 °C. Suchg
pozostato$¢ przeniesiono iloSciowo do kolby na 25 ml roztworem: acetonitryl:metanol:octan etylu
55:25:20 + 0,1% BHT (butylowany hydroksytoluen ) + 1 ml TEA (trietyloamina).
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a) Analiza chromatograficzna (HPLC)

Probke w ilosci 20 pl analizowano za pomoca systemu HPLC wyposazonego w detektor DAD
(diode array detection). Rozdziat prowadzono na kolumnie Kinetex C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um)
z prekolumna. Warunki elucji byty nastepujace: przeptyw 0,7 ml min, temperatura 28 °C, dlugo$é
fali 450 nm, faza ruchoma sktada si¢ z acetonitrylu (solwent B), octanu etylu (solwent C) oraz
metanolu + 1ml TEA + 1g BHT na 1L (solwent D). Analiza HPLC byta prowadzona w przeptywie
gradientowym: 0+3 min 95% B/ 3% C/ 2% D, izokratycznie; 3+10 min 55% B/ 25% C/ 20% D,
liniowo; 10+25 min 55% B/ 25% C/ 20% D, izokratycznie; 25+35 min 95% B/ 3% C/ 2% D,
liniowo. Nastepnie uktad jest kondycjonowany w warunkach gradientu poczatkowego przez
5min. Rysunek 2 przedstawia rozdzial analizowanych karotenow wyzej opisang metoda
chromatograficzng, ktora umozliwia detekcj¢ 5 karotendw w owocach brzoskwini (w tym jeden
zidentyfikowany jako p-karoten).

1 DADI D, Sig=450, 15 ReFoff (151215_KARMEBIZI5_KAR 2016-12-15 05-52-24\51215_100003.0)
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Rysunek 2. Przyktadowy chromatogram rozdziatu karotenow w brzoskwini

Tabela 3. Zestawienie parametrow walidacji metody chromatograficznej oznaczania karotenow

B-karoten
zakres stezen 0,4-5 mg/l
liniowos¢ y =0,00282x — 0,03730
R? 0,999
LOD 0,12 mg/l
LOQ 0,37 mg/l

5. Whnioski

e Opracowane metodyka jest przydatna do oznaczania antocyjanow w badanej matrycy
ro$linnych tj. w owocach brzoskwini. Metoda charakteryzuje si¢ wysoka precyzja zarowno
aparatury jak i metody, RSD w przedziale 0,6-9,9%. Szacunkowe warto$ci wymagane dla
precyzji w przypadku prébek biologicznych, zywnosci wynosi ~2+20%.

® (dzysk badanych zwigzkéw bioaktywnych jest powyzej 90%, a stabilnos¢ po dwoch
dobach przechowywania w lodowce powyzej 98%.
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