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1. Wstep

Jagoda kamczacka (Lonicera Kamtschatica) w niektorych krajach jest uwazana za
,,super owoc”, ze wzgledu na duzg zawartos¢ przeciwutleniaczy takich jak zwigzki fenolowe
w tym antocyjany, witaminy [1, 2, 3]. Jagody te sg owocami soczystymi o stodko-kwasnym
smaku, cho¢ niektére odmiany moga posiada¢ wyrazng goryczke, moga by¢ spozywane
w stanie $wiezym jak roOwniez nadajg si¢ na przetwory. Ponadto jagoda kamczacka zawiera
w swoim sktadzie pektyny i blonnik, ktoére sg rowniez bardzo waznymi sktadnikami
odzywczymi korzystnie wptywajacymi na uktad pokarmowy. Zaréwno pektyny jak 1 btonnik
powinny stanowi¢ udziat codziennej diety, co moze by¢ uzupeiniane w postaci 5 porcji
owocow i warzyw dziennie [4].

2. Cel zadania

Celem zadania bylo opracowanie i walidacja metody spektrofotometrycznej
oznaczenia substancji pektynowych w owocach jagody kamczackiej.

3. Opis metodyki oznaczania substancji pektynowych w jagodzie kamczackiej

a. Przygotowanie probki — ekstrakcja analitu z matrycy

Przed przystapieniem do ekstrakcji analitu z probki, owoce jagody kamczackiej
rozdrobniono w stanie zamrozonym w malakserze z uzyciem stalego dwutlenku wegla
(suchego lodu), w celu uzyskania jednorodnej probki analityczne;.

Nawazki 1 g, 2 g1 3 g rozdrobnionych owocoOw umieszcza si¢ w kalibrowanej 50 ml
tubie do wirowania ze stozkowym koncem i dopelnia do 40 ml goracym 95% etanolem
(85 °C). Roztwor ogrzewa sie przez 10 minut w tazni wodnej w temperaturze 85 °C,
mieszajagc od czasu do czasu szklang bagietka. Bagietke obmywa si¢ etanolem 1 objetos¢
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mieszaniny jest dopetniania do 50 ml etanolem. Nastepnie roztwor nalezy odwirowaé przy
3000xg przez 15 minut. Supernatant jest odrzucany, a osad ponownie ptukany 63% etanolem
i ogrzewany w tazni wodnej (85 °C) przez 10 minut. Nastepnie odwirowany (3000xg przez
15 minut) i1 supernatant ponownie odrzucany. Pozostaly osad po wytracaniu alkoholem
przenosi si¢ do kolby o pojemnosci 200 ml, dodaje 10 ml 1IN wodorotlenku sodu (NaOH)
I dopelnia woda destylowang. Cato$¢ pozostawia si¢ na 15 minut, od czasu do czasu
mieszajgc, a nastepnie sgczy na sgczku jakosciowym i1 oznacza si¢ pektyny kolorymetrycznie.

b. Oznaczenie kolorymetryczne — reakcja barwna ze stezonym kwasem
siarkowym w obecnosci karbazolu

Z roztwordéw przygotowanych wg przepisu podanego w podpunkcie 3a przenosi si¢
po 1 ml ekstraktu i dodaje 0,5 ml 0,1% alkoholowego roztworu karbazolu. Do $lepej proby
dodaje si¢ 1 ml wody oraz 0,5 ml etanolu odwodnionego. W probowkach (za wyjatkiem
slepej proby) powinien pojawic si¢ bialy osad. Nastepnie dodaje si¢ 6 ml stgzonego kwasu
siarkowego (H;SO,) przy ciaglym mieszaniu. Pozadana jest biureta automatyczna, dodajaca
6 ml kwasu w ciggu 7 sekund, tak aby roztwor osiagnal temperature 85 °C. Ta temperatura
powinna by¢ utrzymana w lazni wodnej, w przypadku wahan temperatury mozliwe sg
wahania intensywnosci koloru. Probowki umieszcza sie¢ w tazni wodnej (85 °C) na 5 minut,
a nastepnie chtodzi i mierzy ekstynkcje¢ probki wzgledem $lepej proby przy 525 nm. Wyniki
oblicza si¢ wedlug krzywej wzorcowej kwasu galakturonowego.

c. Wyznaczenie krzywej wzorcowej

Nawazy¢ 109,3 mg kwasu galakturonowego, suszonego przez 5 godzin
w temperaturze 55 °C. Przenie$¢ do kolby na 1 dm?, doda¢ 1 ml 1M NaOH i uzupetni¢ do
kreski woda destylowang. Po wymieszaniu zostawi¢ na noc. 1 ml roztworu zawiera doktadnie
100 pg kwasu galaturonowego. Dol0 kolb o pojemnosci 100 ml pobiera si¢ odpowiednio:
2 ml, 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml roztworu i dopetnia do
kreski woda destylowang. Nastepnie z tych kolb pobiera si¢ po 1 ml roztworu wzorca do
oznaczenia, co odpowiednio odpowiada stezeniom: 2, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 pg/ml.

Tabela 1. Wptyw nawazki probki na wydajnos¢ ekstrakcji substancji pektynowych ogotem
z surowca jagody kamczackiej (ng/g)

nawazka 1g 29 39

Zawarto$¢
pektyn ogdlem
srednia warto$¢

pomiaru (ekstynkcja)

3673 3623 3611

58,17 34,97 21,59

Ekstrakt przygotowany z nawazki 2 g posiadat wynik pomiaru (ekstynkcja) z srodkowego
zakresu krzywej wzorcowej. Obszar ten byl obarczony najmniejszym odchyleniem punktow
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od krzywej, dlatego tez do dalszych etapoéw walidacji metody stosowano nawazke probki
jagody kamczackiej 2 g.

4. Walidacja metody spektrofotometrycznej
Podczas walidacji metody wyznaczono nastgpujace parametry:

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

- Liniowos$¢, czyli wyznaczenie krzywej regresji y=ax+b, a do oceny liniowosci
wykorzystano wspotczynnik korelacji R?, ktéry nie moze by¢ mniejszy niz 0,999. Liniowo$¢
wyznaczano na 10 poziomach wzorca substancji, a kazdy ze wzorcéw analizowano 2-Krotnie.

- Granice wykrywalno$ci (LOD), czyli najmniejsza zawarto$¢ substancji, ktora
mozna wykry¢ z 95 % pewnoscig statystyczna.

- Granice oznaczalnosci (LOQ), czyli najmniejsze stezenie substancji, ktére mozna
oznaczy¢ z dopuszczalng precyzja i doktadnosci w ustalonych warunkach badania.

- Precyzja aparatury: 10-krotny pomiar ekstynkcji tej samej probki, bez zmiany
potozenia kuwety pomiarowej i wyznaczenie odchylenia standardowego.

- Precyzja metody: 3 ekstrakcje probki w 3 powtdrzeniach przez 3 dni w takich
samych warunkach, parametr wyrazony jako odchylenie standardowe.

- Powtarzalnos$¢: precyzja metody uzyskanych w tych samych warunkach
pomiarowych wyliczona w oparciu 0 RSD.

- Stabilnos¢ probki: 4-krotna analiza tej samej probki w dniu przygotowania, po 24
i 48 godzinach w temperaturze pokojowej oraz lodéwce.

- Odzysk: wzbogacenie probki w standard zewngtrzny (pektyny z owocoOw
cytrusowych) na trzech poziomach: 50 %, 100 % oraz 150 %, 3-krotna ekstrakcja na kazdym
poziomie wzbogacania.

Tabela 2. Zestawienie parametréw walidacji metody chromatograficznej oznaczania
substancji pektynowych w surowcu jagody kamczackiej

kwas galakturonowy
zakres stezen 2-90 uo/g
Liniowo$¢ y =-35,44 x + 162,37
R’ 0,999
LOD 0,008 ngl/g
LOQ 0,017 pglg
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Tabela 3. Charakterystyka metody dla jagody kamczackiej

6.

Pektyny
ogotem

zawarto$¢ ug/g 3570

precyzja aparatury [RSD %] 0,08
precyzja metody intra-day [RSD %] 2,17
precyzja metody inter-day [RSD %] 1,79

powtarzalnos$¢ [u] 0,89

stabilno$¢ (48 godz. T-pokojowa) 98,0
stabilnos¢ (48 godz. w lodowce) 97,0
odzysk [%] 91,8

odzysk [RSD %] 2,21

WhioskKi

Owoce jagody kamczackiej sa bardzo bogate w pektyny ogoélem i ich $rednia
zawarto$¢ wynosi 357 mg/100g owocow.

Wykonana analiza walidacyjna spektrofotometrycznej metody oznaczania pektyn
ogotem wykazata bardzo dobrg precyzj¢ zarowno metody jak 1 aparatury oraz bardzo

wysoka powtarzalnos$¢ otrzymywanych wynikow.

Ekstrakty pektynowe z matrycy jagody kamczackiej sa stabilne i po 48 godzinach
stabilno$¢ ich jest na poziomie 97-98%.

Odzysk badanej metody wynosi 91,8%
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