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1. Wstep

Borowka niska (Vaccinium angustifolium Aiton) nalezy do mato znanych gatunkéw roslin
ogrodniczych w Polsce. Wystepuje gtownie w USA i w Kanadzie w lasach o luznym drzewostanie.
Dane literaturowe donoszg, ze jagody borowki niskiej sa bogatym zrodtem substancji
0 charakterze prozdrowotnym m.in. antocyjanoéw (Barnes i in., 2009; Giovanelli i in., 2012;
Lohachoompol i in., 2008; Sinelli i in., 2008). Wicle badan potwierdza korzystny wptyw
antocyjandw w zywieniu cztowieka (Wang i in., 1997; Kong i in., 2003; Matsumoto i in., 2005;
Mazza 2007) iich zdrowotny efekt tj.: stabilizacja kolagenu, zwiekszanie przepuszczalno$ci
naczyn krwionosnych, ochrona wzroku (Bridle i Timberlake 1997; Antal i in., 2003; Heinonen
2007). Niestety biodostgpno$¢ antocyjanow jest mata (Antal i in., 2003; Mazza 2007), dlatego tez
bardzo wazne jest, aby w codziennej diecie znalazto si¢ duzo owocow bogatych w antocyjany.
Najczestsze antocyjany wystepujace w jagodach to glikozydy delfinidyny, cyjanidyny,
petunidyny, peonidyny i malwidyny (Gavrilova i in., 2011; Li i in., 2017).

2. Cel zadania

Celem zadania bylo opracowanie i walidacja metody chromatograficznej oznaczania
antocyjanow w owocach borowki niskie;j.

3. Opis metodyki oznaczania antocyjanow w owocach borowki niskiej
a) Przygotowanie préobki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, owoce borowki niskiej zostaty
rozdrobnione w stanie zamrozonym w malakserze z uzyciem suchego lodu (staly ditlenek wegla).
Nawazke 5 g rozdrobnionych owocoéw homogenizowano przez 2 minuty w 50 ml 1% HCOOH w
60% metanolu, a nastepnie saczono na sgczku jakosciowym. Doswiadczenie przeprowadzono na
odmianie ‘Emil’ z sezonu 2019.

b) Analiza chromatograficzna (HPLC)

Rozdziat prowadzono na kolumnie Synergi Fusion-RP 80A (250 mm x 4,6 mm; 4 um)
z prekolumng. Warunki elucji byly nastepujace: przeptyw 1 ml min, temperatura 25 °C, dhugoéé
fali 520 nm, faza ruchoma sktada si¢ z 5% roztworu kwasu mrowkowego (solwent A)
1 acetonitrylu (solwent B). Analiza HPLC byta prowadzona w przeplywie gradientowym: 0-16
min, 97% B; 16-30 min, 91% B; 30-54 min, 88% B; 54-58 min, 67% B; 58-64 min, 10% B 64—
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65 min, 97% B. Rysunek 1 przedstawia rozdzial analizowanych antocyjandw Wyzej opisang
metoda chromatograficzng. W borowce niskiej zidentyfikowane zostaly nastgpujace zwiazki
antocyjanowe: galaktozyd-delifinidyny, glukozyd-delifinidyny, arabinozyd-delifinidyny,
acetylo-3-galaktozyd—delifinidyny, galaktozyd-cyjanidyny, glukozyd-cyjanidyny,
arabinozyd-cyjanidyny, galaktozyd-petunidyny, glukozyd-petunidyny, arabinozyd-
petunidyny; galaktozyd-peonidyny, glukozyd-peonidyny, galaktozyd-malwidyniny,
glukozyd-malwidyniny, arabinozyd-malwidyniny oraz siedem niezidentyfikowanych
zwigzkow. Zawarto$¢ antocyjanéw obliczono wedtug krzywej wzorcowej dla dominujgcego
standardu galaktozydu delfinidyny i wyrazone w mg/100g.

Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu antocyjandw w bordéwce niskie;j.
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Tabela 1. Zawarto$¢ poszczegdlnych antocyjanéw w boréwce niskiej ‘Emil’ (mg/100 g).

Antocyjan mg/100 g
1 Delphinidin -3-galactoside 61,4
2 Delphinidin -3-glucoside 15,2
3 Cyanidin -3-galactoside 24,9
4 Delphinidin -3-arabinoside 28,3
5 Cyanidin -3-glucoside 6,4
6 Petunidin-3-galactoside 32,8
7 Cyanidin-3-arabinoside 13,4
8 Petunidin-3-glucoside 12,4
9 Peonidin-galactoside 6,7
10 Petunidin-3-arabinoside 2,5
11 Niezindentyfikowany 1 12,4
12 Peonidin-3-glucoside 4,1
13 Malvidin-3-galactoside 47,6
14 Delphinidin -3-galactoside acetylated 8,0
15 Malvidin-3-glucoside 20,0
16 Malvidin-3-arabinoside 21,0
17 Niezindentyfikowany 2 5,6
18 Niezindentyfikowany 3 4,5
19 Niezindentyfikowany 4 2,6
20 Niezindentyfikowany 5 14,1
21 Niezindentyfikowany 6 2,0
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4. Walidacja metody chromatograficznej

Walidacj¢ metody HPLC oznaczania antocyjanéw w bordéwce niskiej wykonano bazujac na
dominujgcym antocyjanie — galaktozydzie-delfinidyny.

Wyznaczono nastepujgce parametry walidacji:
Zakres stezen substancji, w ktorym metoda daje wyniki badan proporcjonalne do stezenia
substancji.

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

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

Granica oznaczalno$ci (LOQ) czyli najmniejsze stezenie substancji, ktore mozna oznaczy¢ z
dopuszczalng precyzja i doktadno$cig w ustalonych warunkach badania (wzér 2).

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

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

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

Precyzja metody: 3 ckstrakcje 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 o RSD (wzoér 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 lodowce.

Odzysk: wzbogacenie probki w standard zewngetrzny na dwoch poziomach 50% i 100%. 3-krotna
ekstrakcja na kazdym poziomie wzbogacania.
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Tabela 2. Zestawienie parametrow walidacji metody chromatograficznej oznaczania antocyjanéw
W surowcu borowki niskie;j.

galaktozyd delfinidyny
zakres stezen 0,2-9,8 mg/100 ml
liniowos¢ y = 0,00981x + 0,06139
R? 0,999
LOD 0,33 mg/100 ml
LOQ 0,99 mg/100 ml

Tabela 3. Charakterystyka metody dla borowki niskie;.

galaktozyd
Borowka niska Emil delfinidyny
zawartos¢ mg/ 100g 61,4
precyzja aparatury [RSD %] 0,31
precyzja metody intra-day [RSD %] 2,21
precyzja metody inter-day [RSD %] 1,0
powtarzalnos¢ [u] 0,9
stabilno$¢ po 48 godz. w temp. pokojowej [%0] 97,6
stabilno$¢ po 48 godz. w lodowce [%] 99,3
odzysk [%] 101,1
odzysk [RSD %] 2,21

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

5. Whioski

e Opracowana metodyka jest przydatna do oznaczania antocyjandbw w badanej matrycy
roslinnej jaka jest borowka niska. Metoda charakteryzuje si¢ wysoka precyzjg zarowno
aparatury jak i metody, RSD w przedziale 1,0 - 2,21%. Szacunkowe warto$ci wymagane
dla precyzji w przypadku probek biologicznych, zywnosci wynosi ~2+20%.

e stabilno$¢ galaktozydy-delfinidyny po dwoch dobach przechowywania w temperaturze
pokojowej oraz w lodowce jest na poziomie 97,6-99,3%.

® (dzysk badanych zwigzkow bioaktywnych jest na poziomie 101%, a RSD dla odzysku
2,21%.
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