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1. Wstep

Rosliny zawieraja wiele zwigzkéw chemicznych, ktore maja pozytywny wplyw na nasze
zdrowie (Krishnaiah i in. 2011). Jednym z nich jest kwas elagowy nalezacy do kwasow
fenolowych. Moze on wystgpowac¢ w owocach zardowno w postaci wolnej, jak i zwigzanej estrowo
z glukoza, tworzac tzw. elagotaniny (Edderkaoui i in. 2008). Z dostepnych danych wynika, ze
kwas elagowy wykazuje m. in. silne dzialanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne oraz
przeciwnowotworowe dzigki temu, ze moze hamowac podziaty komérkowe oraz indukowaé
apoptoze w komorkach rakowych. Wptywa tez korzystnie na profil lipidowy oraz nadci$nienie
tetnicze (Aiyer i in. 2006, Han i in. 2006, Corbett i in. 2010). Znaczne ilosci kwasu elagowego
wystepuja w owocach jagodowych, takich jak: jezyna, truskawki, maliny, zurawina, winogrona,
granaty oraz orzechy wtoskie.

Jezyny naleza do rodziny rézowatych Rosaceae, rodzaju Rubus. Sa bogatym Zzrodtem
zwiazkow o charakterze prozdrowotnym tj.: kwasy fenolowe (elagowy, galusowy, syryngowy,
kaftarowy, kawowy), flawonoidy (flawonole - kwercetyna, kemferol, mirycetyna, rutyna,
glukozyd kwercetyny; antocyjany - 3-O-glukozyd cyjanidyny, 3-O-ksylozyd cyjanidyny, 3-O-
glukozyd pelargonidyny, 3-O-glukozyd malwidyny, 3-O-glukozyd rutynozyny; flawanole -
katechina, epikatechina, galusan epikatechiny, procyjanidyna B1), taniny (proantocyjanidyna B2)
oraz witaminy (C, E) (Patel i in. 2004, Lee i in. 2012).

2. Cel zadania

Celem zadania byto opracowanie i walidacja metody chromatograficznej oznaczania kwasu
elagowego w owocach jezyny.

3. Opis metodyki oznaczania kwasu elagowego w jezynie

a) Przygotowanie probki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, owoce jezyny zostaty zliofilizowane, a
nastepnie rozdrobnione w stanie zamrozonym w cieklym azocie.
0,5 mg probki owocow jezyny przeniesiono do probowki wirdwkowej, zalano 25 ml mieszaniny
aceton-woda (4:1) i homogenizowano przez 2 min. Szczelnie zamknieta (pod strumieniem
gazowego azotu) probke umieszczono w wytrzasarce na 1 godzine. Nastepnie odwirowano 10 000
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obr/min przez 15 min. Powyzsza ckstrakcje powtdrzono 2-krotnie. Polgczone supernatanty
odparowywano na wyparce proézniowej i przenoszono do kolby o poj. 25 ml. Nastgpnie pobierano
10 ml probki do plastikowej probowki, dodawano 10 ml roztworu 4 N kwasu trojchlorooctowego
(TFA), zawarto§¢ mieszano 1 wstawiano do ‘tazni z wrzaca woda na
1 h. Po ochtodzeniu filtrowano przez filtr teflonowy do probéwki autosamplera.

Doswiadczenie przeprowadzono na odmianie ‘Apache’ z sezonu 2019.

a) Analiza chromatograficzna (HPLC)

Rozdzial prowadzono wykorzystujac kolumne Phenomenex Fusion (250 mm x 4,6 mm; 4 um)
z prekolumng. Warunki elucji byly nastgpujace: 1 ml min, temperatura 30 °C, dhugo$¢ fali 255
nm, faza ruchoma sktada si¢ z 4,5 % roztworu kwasu mréwkowego (solwent A) i acetonitrylu
(solwent B). Analiza HPLC byla prowadzona w przeptywie gradientowym: 0-36 min, 100% A,
36—-40 min.,75% A, 40-46 min, 10% A; 46-48 min, 10% A; 48-50 min, 100% A.

Rysunek 1 przedstawia rozdziat kwasu elagowego wyzej opisang metoda chromatograficzng.
Wyniki zostaly obliczone wedlug krzywej wzorcowej standardu kwasu elagowego i wyrazone w
mg/100 g.

KWAS ELAGOWY
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Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu kwasu elagowego w jezynie

4. Walidacja metody chromatograficznej

Wyznaczono nastgpujace parametry walidacji:

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

Liniowos$¢ czyli wyznaczenie krzywej regresji y = ax +b, a do oceny liniowo$ci 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, ktorg mozna wykry¢ z
95% pewnoscig statystyczng (wzor 1).

Granica oznaczalnosci (LOQ) czyli najmniejsze stezenie substancji, ktore mozna oznaczy¢ z
dopuszczalng precyzja 1 doktadno$cig w ustalonych warunkach badania (wzoér 2).

LOD = 3,3*Se/a 1)

LOQ = 10*Se/a (2)
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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 wynikéw uzyskanych w tych samych warunkach pomiarowych,
wyliczona w oparciu 0 RSD (wzor 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 1 w lodowce.

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

Tabela 1. Zestawienie parametréw walidacji metody chromatograficzne;j

kwas elagowy
zakres stezen 0,22-10,9 mg/100 ml
liniowo$¢ y =0,00087x + 0,02284
R? 0,999
LOD 0,37 mg/100 ml
LOQ 1,13 mg/100 ml

Tabela 2. Charakterystyka metody dla jezyny odmiany ‘Apache’

Jezyna ‘Apache’ kwas elagowy
zawarto$¢ mg/100g $.m. 41,6
precyzja aparatury [RSD %] 2,77
precyzja metody intra-day [RSD %] 0,3
precyzja metody inter-day [RSD %] 6,54
powtarzalnos¢ [u] 0,12
stabilno$¢ po 48 godz. w temp. pokojowej [%] 95,0
stabilnos¢ po 48 godz. w lodowce [%] 92,0
odzysk [%] 97,4
odzysk [RSD %] 1,13
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5. Whnioski

e Opracowana metodyka jest przydatna do oznaczania kwasu elagowego w owocach jezyny.
Metoda charakteryzuje si¢ wysokg precyzjg zarOwno aparatury, jak i metody, RSD w
przedziale 0,3-6,5%. Szacunkowe warto$ci wymagane dla precyzji w przypadku probek
biologicznych, zywno$ci wynosi ~2+20%.

® (dzysk badanych zwigzkéw bioaktywnych jest powyzej 97,4%, a stabilno$¢ po dwoch
dobach przechowywania w temp. pokojowej i lodowce 92-95%.
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