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1. Wstep

Brokul (Brassica oleracea var. italica) jest warzywem nalezacym do roslin kapustnych.
Warzywo to w ostatnich latach zyskuje na znaczeniu ze wzglgdu na swoje wiasciwosci
sensoryczne, jak rowniez korzystne oddzialywanie na organizm czlowieka. Réze brokuta
charakteryzujg si¢ duza zawartos$cig przede wszystkim witaminy C, blonnika pokarmowego oraz
glukozynolanow (Steinmetz i Potter 1996, Martinez-Tome i in. 2001). Zawartos¢ witaminy C
w roslinach zalezy od wielu czynnikéw: odmiany, sposobu uprawy, warunkow klimatycznych,
terminu zbioru, stopnia dojrzalosci, a takze od czasu i warunkéw przechowywania
I przetwarzania (Wierzbicka i Kuskowska 2002, Noichinda i in. 2007, Ignat i in. 2012).
Gléwnym zrodtem witaminy C w diecie czlowieka sa pokarmy ros$linne (Lebiedzinska i in.
2010). Kwas askorbinowy dzigki wlasciwosciom przeciwutleniajacym wpltywa na prawidlowe
funkcjonowanie ludzkiego organizmu, przede wszystkim przez podnoszenie odpornosci
I dziataniu przeciwinfekcyjnym.

Dzienne zapotrzebowanie na witaming C ustalone przez National Academy of Sciences, Food
and Nutrition Board, USA, wynosi od 15 do 90 mg/dzien/osobe w zalezno$ci od wieku i pici.

2. Cel zadania

Celem zadania byto opracowanie i walidacja metody chromatograficznej oznaczania kwasu
askorbinowego w brokutach.

3. Opis metodyki oznaczania kwasu askorbinowego w brokulach

3.1. Przygotowanie probki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, réze brokuta zostaty rozdrobnione
W stanie zamrozonym w malakserze z uzyciem suchego lodu.
5 g rozdrobnionej probki homogenizowano przez 2 minuty w 50 ml 6% kwasu
metafosforowego, nastgpnie s3aczono na saczku jakosciowym, a otrzymany przesacz
rozcienczano 1:2 kwasem metafosforowym. Doswiadczenie przeprowadzono na odmianie
‘Porthenoon’ z sezonu 2018.

3.2. Analiza chromatograficzna (HPLC)

Rozdziat prowadzono wykorzystujac dwie kolumny Supelco LC-18 (250 mm x 4,6 mm;
5 um) polaczone szeregowo z prekolumna. Warunki elucji byly nastgpujace: 0,8 ml min™,
temperatura 30 °C, dtugos$é¢ fali 244 nm (kwas L-askorbinowy), faza ruchoma to 1% bufor
fosforanowy (KH,PO,) 0 pH=2,5 w przeptywie izokratycznym. Rysunek 1 przedstawia rozdziat
kwasoéw organicznych wyzej opisang metoda chromatograficzng. Wyniki zostaly obliczone

wedtug krzywej wzorcowej standardu kwasu askorbinowego 1 wyrazone w mg/100 g.
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Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu kwasu L-askorbinowego w brokule.

4. Walidacja metody chromatograficznej

Wyznaczono nastgpujace parametry walidacji:

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

Liniowos$¢, czyli wyznaczenie krzywej regresji y = ax +b, a do oceny liniowo$ci wykorzystano
wspotczynnik korelacji Ry, wspolczynnik ten nie moze by¢ mniejszy niz 0,995 (optymalnie
0,999). Liniowo$¢ wyznaczano na 7 poziomach wzorca substancji, a kazdy ze wzorcow
analizowano 3-krotnie.

Granica wykrywalnosci (ang. Limit of Detection — LOD), czyli najmniejsza zawartos¢
substancji, ktorg mozna wykry¢ z 95% pewnoscig statystyczng (wzor 1).

LOD = 3,3*Se/a 1)

gdzie: Se —wariacja resztkowa
a — wspotczynnik kierunkowy prostej kalibracyjnej

Granica oznaczalno$ci (ang. Limit of Quantification — LOQ), czyli najmniejsze st¢zenie
substancji, ktére mozna oznaczy¢ z dopuszczalng precyzja i dokladnoscia w ustalonych
warunkach badania (wzor 2).

LOQ = 10*Se/a 2

gdzie: Se —wariacja resztkowa
a — wspotczynnik kierunkowy prostej kalibracyjnej

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 wzglgdnego
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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Powtarzalnos$¢: precyzja wynikéw uzyskanych w tych samych warunkach pomiarowych,
wyliczona w oparciu o RSD (wzér 3).

_ RsD
u= Tn (3)

gdzie: RSD — wzgledne odchylenie standardowe
n — liczba probek

Stabilno$¢ prébki: 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 dwoch poziomach 50% i 100%.
3-krotna ekstrakcja na kazdym poziomie wzbogacania.

Tabela 1. Zestawienie parametrow walidacji metody chromatograficzne;j

kwas askorbinowy

zakres stezen 0,02-125 mg/100 mi
Liniowo$¢ y =0,00127x + 0,22604
R’ 0,998

LOD 1,03 mg/100 mi
LOQ 3,13 mg/100 ml

Tabela 2. Charakterystyka metody dla brokuta odmiany ‘Porthenoon’

Brokut ‘Porthenoon’ kwas askorbinowy
zawarto$¢ mg/ 100 g 214
precyzja aparatury [RSD %] 0,12
precyzja metody intra-day [RSD %] 5,88
precyzja metody inter-day [RSD %] 16,7
powtarzalnosc¢ [u] 2,40
stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 68,1
stabilnos¢ (48 godz. w lodowce) 75,0
odzysk [%] 96,9
odzysk [RSD %] 3,12
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5. Whnioski

e Opracowana metodyka jest przydatna do oznaczania kwasu askorbinowego w surowcu
brokuta. Metoda charakteryzuje si¢ wysoka precyzja zard6wno aparatury jak i metody,
RSD w przedziale 0,1-5,88%. Szacunkowe wartosci wymagane dla precyzji w przypadku
probek biologicznych, Zywnos$ci wynosza ~2+20%.

® Precyzja metody inter-day (pomiary przez kolejne 3 dni) jest niska ze wzgledu na niskg
stabilno$¢ kwasu askorbinowego w badanej matrycy.

e Odzysk kwasu askorbinowego jest powyzej 96%.

e Kwas L-askorbinowy jest malo stabilny w matrycy brokuta, o czym §wiadcza wartosci
stabilno$ci po dwoch dobach przechowywania w lodowce -75% i w temperaturze
pokojowej - 68%.
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