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1. Wstęp 

 Owoce dzikiej róży są cennym źródłem związków o charakterze antyoksydacyjnym 

tj.: kwasu askorbinowego, polifenoli i karotenoidów. Dieta bogata w karotenoidy wpływa 

korzystnie na zdrowie oraz zapobiega rozwojowi szeregu chorób, w tym nowotworów (Jenab 

i in. 2005). W roślinach karotenoidy są pigmentami, które odgrywają ważną rolę w ochronie 

roślin przed działaniem fotooksydacyjnym. Są efektywnymi antyoksydantami i uczestniczą 

w wymiataniu tlenu singletowego oraz rodników nadtlenkowych (Igielska-Kalwat i in. 2015). 

Skład karotenoidów owoców i warzyw różni się w zależności od gatunku, odmiany, 

dojrzewania, nawożenia i warunków agroklimatycznych. Ich zawartość w tkankach 

roślinnych zależy od wielu czynników i może podlegać zmianom nie tylko w żywych 

roślinach, ale także 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 było opracowanie i walidacja metody chromatograficznej oznaczania 

karotenów w owocach róży owocującej. 

 

3. Opis metodyki oznaczania karotenów w owocach róży owocującej 

a) Przygotowanie próbki – ekstrakcja analitu z matrycy 

W celu otrzymania jednorodnej próbki analitycznej, owoce róży zostały rozdrobnione 

w stanie zamrożonym w malakserze z użyciem suchego lodu (stały ditlenek węgla). 

Naważkę w ilości 2 g homogenizowano w roztworze ekstrahującym (heksan:aceton 6:4) 

z dodatkiem 0,1 g węglanu magnezu i 5 ml wody przez 5 min, następnie roztwór przenoszono 

do rozdzielacza, wytrząsano i czekano do rozdzielenia faz (dolną fazę acetonową odrzucano). 

Operację wypłukiwania acetonu powtarzano do momentu, aż faza dolna nie będzie zawierać 

acetonu. Fazę heksanową zawierającą karoteny sączono przez sączek bibułowy zawierający 

bezwodny siarczan sodu do kolbki wyparkowej na 250 ml. Następnie odparowywano heksan 

do sucha w wyparce próżniowej w temp. 40 °C. Suchą pozostałość przenoszono ilościowo do 
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kolbki na 25 ml za pomocą roztworu do HPLC (acetonitryl:metanol:octan etylu 55:25:20) 

z dodatkiem 0,1 % BHT i 1 ml TEA. Ekstrakt z kolbki przesączano za pomocą filtra 

strzykawkowego PTFE 45 µm do bursztynowej buteleczki i poddawano analizie HPLC. 

 

b) Analiza chromatograficzna (HPLC) 

 

Rozdział prowadzono wykorzystując kolumnę Kinetex C-18 ( 250 mm x 4,6 mm; 5µm).  

Warunki elucji były następujące: 0,7 ml min
-1

, temperatura 28 
o
C, długość fali 450 nm dla  

β-karotenu i 472 nm dla likopenu, faza ruchoma: acetonitryl, octan etylu, metanol 

w przepływie gradientowym. W owocach róży owocującej zostały zidentyfikowane 

następujące związki karotenoidowe: β-karoten, likopen, cis-β-karoten, β-kryptoksantyna. 

Obliczenia wykonano według krzywej standardu β-karotenu (Sigma-Aldrich, Niemcy). 

Zawartość karotenoidów wyrażono w mg/100g. 

 

 

 
Rysunek 1. Rozdział analizowanych karotenoidów wyżej opisaną metodą chromatograficzną.  

 

4. Walidacja metody chromatograficznej 

Wyznaczono następujące parametry walidacji: 

Zakres stężeń substancji, w którym metoda daje wyniki badań proporcjonalne do stężenia 

substancji. 

Liniowość, czyli wyznaczenie krzywej regresji y = ax+b, a do oceny liniowości 

wykorzystano współczynnik korelacji R2, współczynnik ten nie może być mniejszy niż 0,999. 

Liniowość wyznaczano na 7 poziomach wzorca substancji, a każdy ze wzorców analizowano 

2-krotnie. 

Granica wykrywalności (LOD), czyli najmniejsza zawartość substancji, którą można 

wykryć z 95% pewnością statystyczną (wzór 1). 
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Granica oznaczalności (LOQ), czyli najmniejsze stężenie substancji, które można oznaczyć 

z dopuszczalną precyzją i dokładnością w ustalonych warunkach badania (wzór 2). 

LOD = 3,3*Se/a   (1) 

LOQ = 10*Se/a   (2) 

Wzory opierają się na odchyleniu standardowym oraz nachyleniu krzywej kalibracji, 

przedstawiającej zależność odpowiedzi detektora od stężenia analitu. 

Precyzja aparatury: 6-krotne nastrzykniecie tej samej próbki i wyznaczenie względnego 

odchylenia standardowego (RSD). 

Precyzja metody: 3 ekstrakcje próbki, 2-krotne nastrzyknięcie każdego ekstraktu. Analiza 

jednego dnia (intra-day), analiza przez 3 kolejne dni w takich samych warunkach (inter-day); 

parametr wyrażony jako RSD. 

Powtarzalność: precyzja wyników uzyskanych w tych samych warunkach pomiarowych, 

wyliczona w oparciu o RSD (wzór 3). 

 

u = RSD/pierwiastek(n) (3) 

 

Stabilność próbki: 6-krotna analiza tej samej próbki w dniu przygotowania oraz po 24 i 48 

godzinach przechowywania w temperaturze pokojowej i w lodówce. 

Odzysk: wzbogacenie próbki w standard zewnętrzny na poziomach 50%, 100% i 150%.  

3-krotna ekstrakcja na każdym poziomie wzbogacania. 

 

Tabela 1. Zestawienie parametrów walidacji metody chromatograficznej oznaczania 

karotenów w owocach róży owocującej. 

    β-karoten 

  zakres stężeń 0,05-0,5 mg/100ml 

  liniowość y = 0,00027x + 0,001 

  R
2
 0,998 

  LOD 0,03 mg/100g 

  LOQ 0,09 mg/100g 
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Tabela 2. Charakterystyka metody dla owoców róży owocującej. 

dzika róża 'Carpatias' β-karoten likopen 
pozostałe 

karoteny 

suma 

karotenów 

zawartość 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 

powtarzalność [u] 3,47 2,29 3,31 3,12 

stabilność (48 godz. T-pokojowa) 101,2 86,7 103,2 99,8 

stabilność (48 godz. w lodówce) 102,4 86,9 106,4 101,9 

odzysk [%]* 94,8       

odzysk [RSD %] 7,84       
*odzysk wykonany dla β-karotenu 

 

5. Wnioski 

 

 Owoce róży owocującej zawierają karoteny na poziomie 12,9 mg/100g. 

Dominującymi karotenami są β-karoten i likopen. 

 

 Opracowana metodyka jest przydatna do oznaczenia zawartości karotenów w matrycy 

roślinnej, jaką są owoce róży owocującej. Metoda charakteryzuje się wysoką precyzją 

aparatury i wysoką powtarzalnością wyników.  
 

 Precyzja metody charakteryzuje się parametrami na poziomie RSD 5,38-11,11%, 

krytycznym punktem wpływającym na precyzję metody jest etap wytrząsania próbki 

z roztworem organicznym, gdzie mogą być popełniane największe błędy metodyczne. 
 

 Stabilność karotenów ogółem po 48 godzinach w temperaturze pokojowej 

i chłodniczej jest na wysokim poziomie i wynosi 99,8%. Najmniej stabilny okazał się 

likopen, którego zawartość po dwóch dobach spada do około 87% początkowej 

zawartości. 
 

 Odzysk związków karotenoidowych jest na poziomie 95%. 
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