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1. Wstep

Owoce dzikiej r6zy s cennym zroédtem zwigzkow o charakterze antyoksydacyjnym
tj.. kwasu askorbinowego, polifenoli i karotenoidow. Dieta bogata w karotenoidy wptywa
korzystnie na zdrowie oraz zapobiega rozwojowi szeregu chorob, w tym nowotworow (Jenab
i in. 2005). W ro$linach karotenoidy sa pigmentami, ktore odgrywaja wazng role w ochronie
roslin przed dziataniem fotooksydacyjnym. Sa efektywnymi antyoksydantami i uczestnicza
W wymiataniu tlenu singletowego oraz rodnikéw nadtlenkowych (Igielska-Kalwat i in. 2015).
Sktad karotenoidow owocoéw i1 warzyw rozni si¢ w zaleznosci od gatunku, odmiany,
dojrzewania, nawozenia i1 warunkow agroklimatycznych. Ich zawarto§¢ w tkankach
roslinnych zalezy od wielu czynnikéw 1 moze podlega¢ zmianom nie tylko w zywych
roslinach, ale takze podczas ich przetwarzania i przechowywania (Shi 2000, Fanasca 2006,
Giuffrida i in. 2013, Pugliesea i in. 2013, Haejin i in. 2014, Yuan i in. 2015, Yuan i in. 2016).

2. Cel zadania

Celem zadania bylo opracowanie i walidacja metody chromatograficznej oznaczania
karotendéw w owocach rdzy owocujace;.

3. Opis metodyki oznaczania karoten6w w owocach rézy owocujgcej

a) Przygotowanie probki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, owoce rozy zostaty rozdrobnione
W stanie zamrozonym w malakserze z uzyciem suchego lodu (staty ditlenek wegla).
Nawazke w ilosci 2 g homogenizowano w roztworze ekstrahujacym (heksan:aceton 6:4)
z dodatkiem 0,1 g weglanu magnezu i 5 ml wody przez 5 min, nast¢pnie roztwoOr przenoszono
do rozdzielacza, wytrzasano i czekano do rozdzielenia faz (dolng faz¢ acetonowa odrzucano).
Operacje wyplukiwania acetonu powtarzano do momentu, az faza dolna nie bedzie zawiera
acetonu. Faze heksanowg zawierajacg karoteny sgczono przez saczek bibutowy zawierajacy
bezwodny siarczan sodu do kolbki wyparkowej na 250 ml. Nastepnie odparowywano heksan
do sucha w wyparce prozniowej w temp. 40 °C. Suchg pozostatos¢ przenoszono ilosciowo do
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kolbki na 25 ml za pomocg roztworu do HPLC (acetonitryl:metanol:octan etylu 55:25:20)
z dodatkiem 0,1 % BHT i 1 ml TEA. Ekstrakt z kolbki przesgczano za pomocg filtra
strzykawkowego PTFE 45 um do bursztynowej buteleczki i poddawano analizie HPLC.

b) Analiza chromatograficzna (HPLC)

Rozdziat prowadzono wykorzystujac kolumne Kinetex C-18 ( 250 mm X 4,6 mm; Sum).
Warunki elucji byly nastepujace: 0,7 ml min™, temperatura 28 °C, dtugos¢ fali 450 nm dla
B-karotenu i 472 nm dla likopenu, faza ruchoma: acetonitryl, octan etylu, metanol
w przeptywie gradientowym. W owocach rézy owocujacej zostaly zidentyfikowane
nastepujace zwigzki karotenoidowe: B-karoten, likopen, cis-B-karoten, B-kryptoksantyna.
Obliczenia wykonano wedlug krzywej standardu P-karotenu (Sigma-Aldrich, Niemcy).
Zawarto$¢ karotenoidow wyrazono w mg/100g.

1 DADTC, Sig=472,4 Ref=off (181120_KAR\161120_FKAR 2015-11-20 11-15-06V151120_0000010.D)
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Rysunek 1. Rozdziat analizowanych karotenoidow wyzej opisang metodg chromatograficzng.

4. Walidacja metody chromatograficznej
Wyznaczono nastgpujace parametry walidacji:

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

Liniowos$¢, czyli wyznaczenie krzywej regresji y = ax+b, a do oceny liniowosci
wykorzystano wspotczynnik korelacji Ry, wspotczynnik ten nie moze by¢ mniejszy niz 0,999.
Liniowo$¢ wyznaczano na 7 poziomach wzorca substancji, a kazdy ze wzorcow analizowano
2-krotnie.

Granica wykrywalnos$ci (LOD), czyli najmniejsza zawarto$¢ substancji, ktora mozna
wykry¢ z 95% pewnoscig statystyczng (wzor 1).
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Granica oznaczalnosci (LOQ), czyli najmniejsze st¢zenie substancji, ktore mozna oznaczy¢
z dopuszczalng precyzja 1 doktadnoscig w ustalonych warunkach badania (wzor 2).

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

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

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

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

Powtarzalnos¢: precyzja wynikow uzyskanych w tych samych warunkach pomiarowych,
wyliczona w oparciu 0 RSD (wzoér 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 zewngtrzny na poziomach 50%, 100% i 150%.
3-krotna ekstrakcja na kazdym poziomie wzbogacania.

Tabela 1. Zestawienie parametrow walidacji metody chromatograficznej oznaczania
karotenow w owocach rdzy owocujace;.

B-karoten
zakres stezen 0,05-0,5 mg/100ml
liniowos¢ y = 0,00027x + 0,001
R 0,998
LOD 0,03 mg/100g
LOQ 0,09 mg/100g
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Tabela 2. Charakterystyka metody dla owocoéw rdzy owocujace;.

dzika réza 'Carpatias' p-karoten likopen ﬁgﬁgi;il; ka:(L)JtT jéw
zawarto$¢ mg/100g 3,7 2,2 6,5 12,9
precyzja aparatury [RSD %] 0,21 3,29 0,58 0,84
precyzja metody intra-day [RSD %] 8,51 5,62 8,10 7,65
precyzja metody inter-day [RSD %] 5,38 7,16 11,11 8,08
powtarzalno$¢ [u] 3,47 2,29 3,31 3,12
stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 101,2 86,7 103,2 99,8
stabilnos¢ (48 godz. w lodéwce) 102,4 86,9 106,4 101,9
odzysk [%]* 94,8
odzysk [RSD %] 7,84

*0dzysk wykonany dla B-karotenu

5. Whnioski

e Owoce r10zy owocujacej zawieraja karoteny na poziomie 12,9 mg/100g.
Dominujacymi karotenami sg [3-karoten i likopen.

e Opracowana metodyka jest przydatna do oznaczenia zawartosci karotendw w matrycy
roslinnej, jakg sa owoce rozy owocujacej. Metoda charakteryzuje si¢ wysoka precyzja
aparatury 1 wysoka powtarzalnoscig wynikow.

e Precyzja metody charakteryzuje si¢ parametrami na poziomie RSD 5,38-11,11%,
krytycznym punktem wplywajacym na precyzj¢ metody jest etap wytrzasania probki
Z roztworem organicznym, gdzie moga by¢ popetniane najwigksze btedy metodyczne.

e Stabilno$¢ karotenow ogétem po 48 godzinach w temperaturze pokojowej
i chtodniczej jest na wysokim poziomie i wynosi 99,8%. Najmniej stabilny okazat sig
likopen, ktérego zawartos¢ po dwoch dobach spada do okoto 87% poczatkowe;j
zawartosci.

e Odzysk zwigzkoéw karotenoidowych jest na poziomie 95%.
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