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WSTEP

Zmiana modelu konsumpcji tluszczow w Polsce spowodowata, ze obecnie olej i margaryna
pokrywaja ponad 60% krajowego zapotrzebowania na tluszcze, wobec 30% w latach 90. Obok
wzrostu spozycia olejow rafinowanych w ostatnim czasie obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie
olejami ttoczonymi na zimno i olejami typu virgin. Znaczenie tych olejow wzrasta ze wzgledu na
ich wlasciwosci organoleptyczne, odzywcze oraz tendencje konsumentow do wyboru wyrobow
mniej przetworzonych i zdrowszych. Badania epidemiologiczne wykazaly istotny zwigzek
migdzy spozywaniem oliwy z oliwek a niskg zapadalno$cia na choroby cywilizacyjne.
Spozywanie oliwy z oliwek powoduje zmniejszenie ryzyka zachorowan m.in. na choroby uktadu
krazenia i choroby nowotworowe (Perez-Jimenez i in. 2007). Rowniez inne oleje tloczone na
zimno maja pozytywny wptyw na zdrowie konsumentow.

Niedoceniany przez polskich konsumentéw olej rzepakowy, stat si¢ przedmiotem kampanii
,,Pokochaj olej rzepakowy”, ktdrej celem jest podniesienie §wiadomos$ci konsumentéw na temat
wlasciwosci odzywczych 1 zdrowotnych tego oleju oraz jego znaczenia w codziennej diecie.
Olej rzepakowy, nazywany ,,0liwg potnocy”, zawiera najnizsza sposrod wszystkich tluszczow
zwarto$¢ kwasow thuszczowych nasyconych — niekorzystnych z punktu widzenia zdrowotnego.
Ponadto cechuje si¢ optymalnym stosunkiem kwasoéw omega-6 do omega-3 (2:1), co pozytywnie
wplywa na prace serca. Olej rzepakowy w poréwnaniu do oliwy z oliwek posiada 10-krotnie
wigcej kwaséw omega-3 (Wroniak 2006a). Dzigki tym wiasciwosciom uwaza si¢, ze olej
otrzymany z nasion rzepaku podwojnie ulepszonego nalezy do najzdrowszych olejow
roslinnych.

Olej stonecznikowy nalezy do tluszczow bardzo dobrze rozpoznawalnych przez
konsumentow. Wedtug danych GUS, pod wzgledem spozycia produkt ten zajmuje w naszym
kraju drugie miejsce, stanowigc okoto 9% konsumowanych olejow roslinnych. Najbardziej
popularnym thluszczem roslinnym w Polsce jest olej rzepakowy (okoto 80% udziatu w rynku)
natomiast oliwa z oliwek zajmuje trzecie miejsce (ok. 8%).

Wobec rosnacego popytu na thuszcze roslinne waznym problemem jest zapewnienie ich
wysokiej jakosci od momentu produkcji do czasu zakupu. Niestety niekorzystne zmiany
w olejach, wywotane procesami utleniania, inicjowane sg juz w trakcie ich produkcji (Cichosz
1 Czeczot 2011). Stosowanie wysokich temperatur (np. rafinacja) wptywa na ,,rozpuszczalnos¢”
tlenu, a w konsekwencji na tempo utleniania oleju (Szukalska 2003). W olejach tloczonych na
zimno obecne sg antyutleniacze, ktore hamujg procesy oksydacyjne. Utlenianie olejow bogatych

w wysoko nienasycone kwasy tluszczowe (WNKT) jest jednak nieuniknione. W wyniku
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zachodzacych proceséw oksydacyjnych powstaje wiele produktow zaréwno lotnych, ktoére
obnizajg cechy sensoryczne, jak i nielotnych wptywajacych niekorzystnie na zdrowie cztowieka.
Jako$¢ olejow, ktéra zmienia si¢ podczas przechowywania, stata si¢ przedmiotem zainteresowan
producentéw 1 dystrybutorow, ktorzy starajg si¢ zachowac¢ ich pozytywne cechy od momentu
produkcji do czasu zakupu. Zrozumienie zmian zachodzacych w olejach w trakcie
przechowywania oraz czynnikow je determinujagcych wymaga jednak wykonania wielu
pracochtonnych analiz.

Wriasciwosci zdrowotne oraz wigksza stabilnos¢ olejow tloczonych na zimno i typu virgin
w porownaniu z olejami rafinowanymi, wptywaja na wyzsza cen¢ tych produktow. Stanowi to
zatem pokuse dla nieuczciwych przedsiebiorcow do mieszania bardziej wartosciowych olejow
z tanszymi, w celu uzyskania korzysci ekonomicznych (Obiedzinska i Waszkiewicz-Robak
2012). Oliwa extra virgin, ktora zajmuje szczegdlne miejsce w diecie $rodziemnomorskiej,
najczesciej bywa przedmiotem zafalszowan. W celu zabezpieczenia tego rodzaju produktow,
ustanowiono rozporzadzenie (EWG 2568/91 z 11 lipca 1991 roku), ktére ma zapobiegaé
podrabianiu oliwy extra virgin nizszymi jako$ciowo gatunkami olejow.

Zalecane metody oceny jako$ci i autentyczno$ci olejow roslinnych polegaja na okresleniu
wybranych wilasciwosci fizycznych lub chemicznych i poréwnaniu uzyskanych wartosci
z oficjalnie ustalonymi limitami. Oznaczenia te wymagaja najczesciej znacznych nakladow
finansowych zwigzanych z zakupem odczynnikéw 1 ich utylizacja. Ponadto analizy te sg w wielu
przypadkach czasochtonne, a do ich przeprowadzenia konieczna jest wyspecjalizowana
aparatura.

Metody spektroskopowe w polaczeniu z analizag chemometryczng stanowig interesujaca
alternatywe dla tradycyjnych oznaczen chemicznych w ocenie autentyczno$ci i stabilnosci
olejow roslinnych.

Analizy z zastosowaniem metod klasyfikacyjnych wykorzystywane sg m.in. w badaniu
oliw z oliwek extra virgin w celu ich identyfikacji ze wzgledu na jakos$¢, pochodzenie botaniczne
lub geograficzne.

Zastosowanie metod regresji umozliwia okreslenie stezenia dodatku falszujacego oraz
przewidywanie parametréw fizyko-chemicznych charakteryzujacych jakos$¢ olejow roslinnych.

Liczne publikacje naukowe dowodza przydatnosci metod spektroskopowych w badaniu
roznych aspektow jakosci olejow roslinnych. Prace te ograniczaja si¢ jednak przede wszystkim
do zastosowania tylko jednej, wybranej techniki pomiarowe;j.

Celem pracy byta ocena wybranych aspektow jakosci olejow roslinnych

z zastosowaniem réznych technik spektroskopowych. W badaniach zastosowano techniki
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spektroskopii absorpcyjnej w zakresie podstawowej i bliskiej podczerwieni, widzialnym oraz
fluorescencyjne.

W pierwszych rozdziatach pracy scharakteryzowano techniki spektroskopowe
i metody chemometryczne wykorzystywane do analizy widm oraz dokonano przegladu literatury
naukowej dotyczacej zastosowan spektroskopii w badaniach olejow roslinnych. Omoéwiono
ekologiczne i ekonomiczne aspekty zastosowan technik spektroskopowych w ocenie jakosci.
Ponadto przedstawiono analiz¢ $§wiatowego i polskiego rynku olejow roslinnych.

W dalszej czg$ci scharakteryzowano badane oleje oraz omowiono metody badan.
W kolejnych rozdziatach przedstawiono wyniki badan wiasnych dotyczacych charakterystyki
widm olejow roslinnych, wykrywania zafatszowan oliwy z oliwek extra virgin, oceny stabilno$ci
oksydacyjnej olejow roslinnych i kontroli jakosci oleju rzepakowego tloczonego na zimno
w czasie przechowywania. Zasadniczg cze$¢ pracy konczy rozdziat, w ktérym przedstawiono

wnioski z uzyskanych badan.
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1. CEL PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

Cel pracy

Celem pracy bylo zastosowanie wybranych technik spektroskopowych do oceny jakosci olejow
ro$linnych. W badaniach zastosowano techniki spektroskopii absorpcyjnej w zakresie bliskiej
(NIR) i podstawowej (MIR) podczerwieni, widzialnym (Vis) oraz spektroskopi¢
fluorescencyjng. W szczegodlnosci techniki spektroskopowe zastosowano do:

1. oceny zafalszowan oliwy extra virgin tanszymi olejami,

2. oceny stabilnosci oksydacyjnej wybranych olejow,

3. kontroli jakos$ci oleju rzepakowego tloczonego na zimno w czasie przechowywania.

Hipotezy badawcze

W pracy postawiono hipoteze gtdéwna:

Wybrane techniki spektroskopowe moga zosta¢ wykorzystane do oceny jakosci olejow

roslinnych.

Przy realizacji poszczegdlnych celow postawiono hipotezy szczegdlowe:
1.  A. Techniki spektroskopowe (NIR, MIR, fluorescencja) moga zostaé wykorzystane do
wykrywania zafatszowan oliwy extra virgin oliwg rafinowang i deodoryzowana.
B. Techniki spektroskopowe (NIR, MIR, Vis, fluorescencja) moga zosta¢ wykorzystane
do wykrywania zafatszowan oliwy extra virgin olejem slonecznikowym.
2. Techniki spektroskopowe (NIR, MIR, Vis, fluorescencja) mogg zosta¢ wykorzystane do
oceny stabilnosci oksydacyjnej olejow roslinnych.
3. Techniki spektroskopowe (NIR, Vis, fluorescencja) moga zosta¢ wykorzystane do kontroli

jakosci oleju rzepakowego ttoczonego na zimno w czasie przechowywania.
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2. PRZEGLAD ZASTOSOWAN TECHNIK SPEKTROSKOPOWYCH W OCENIE
JAKOSCI OLEJOW ROSLINNYCH

2.1. Techniki spektroskopowe

W przemysle spozywczym, w tym rowniez tluszczowym 1 olejarskim do rutynowych analiz
jakosci stosuje si¢ metody chemiczne. Analizy te sg przewaznie czasochtonne, kosztowne
1 ucigzliwe. Wymagaja one niejednokrotnie uzycia toksycznych rozpuszczalnikow
i odczynnikéw. Dlatego tez zauwazalny jest rosngcy popyt na zastgpienie tych tradycyjnie
stosowanych metod analitycznych, metodami instrumentalnymi.

Do nowoczesnych technik instrumentalnych zalicza si¢ m.in. metody spektroskopowe,
ktére z powodzeniem wykorzystywane sa w analizie jako$ciowej i ilosciowe] w rdéznych
dziedzinach przemystu, m.in. w: chemicznym, hutniczym, maszynowym i elektronicznym
(Cyganski 1993). W przemysle spozywczym metody spektroskopowe stosowane sag w badaniach
surowcow, potproduktow i produktow, jak rowniez w kontroli procesow produkeyjnych (Scooter
1997). Metody spektroskopowe moga by¢ wykorzystywane w potaczeniu z zaawansowanymi
metodami rozdzialu, co umozliwia kompleksowa analize jako$ciowa 1 ilosSciowg wydzielonych
sktadnikow, jak rowniez w bezposredniej analizie produktow. Idea zastosowania metod
spektroskopowych
w bezposredniej analizie polega na uzyskaniu widma badanego produktu zawierajacego
informacje o jego wlasciwosciach fizyczno-chemicznych.

W analizie produktow spozywczych w tym rowniez olejow, wykorzystuje si¢ m.in.
spektroskopi¢ absorpcyjng w zakresie: nadfioletu (UV), widzialnym (Vis) w bliskiej (NIR)
I podstawowej (MIR) podczerwieni, spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
oraz spektroskopi¢ emisyjng (Scooter 1997, 2001; Careri, Bianchi i Corradini 2002; Christensen
i in. 2006; Sadecka i Tothova 2007; Karoui, Downey i Blecker 2010; Nielsen 2010). Zaleta
metod spektroskopowych jest ich nieniszczacy charakter i mozliwo$¢ wykonania pomiarow
bezposrednio na probcee, a takze mozliwos¢ zastosowania w badaniach réznych aspektow jakos$ci

Zywnosci.

2.1.1 Spektroskopia oscylacyjna

Spektroskopia oscylacyjna w zakresie podczerwieni obejmuje cze¢$¢ widma promieniowania

elektromagnetycznego w zakresie miedzy promieniowaniem widzialnym a mikrofalowym.
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Jest to metoda oparta na absorpcji promieniowania podczerwonego przez oscylujace czasteczki.
Potozenie pasm w widmie podczerwieni jest okreslane liczbami falowymi, ktorych jednostka jest
odwrotno§é centymetra (cm™). Rejon podczerwieni dzieli si¢ na trzy zakresy. Bliska
podczerwien (NIR) obejmuje zakres 12500-4000 cm™, gléwnie pasma odpowiadajace nadtonom
i drganiom kombinacyjnym. Rejon podstawowy (MIR) (4000-400 cm™), w ktérym zachodzi
wiekszos¢ drgan rozciggajacych i1 zginajacych czasteczek organicznych. Daleka podczerwien,
to zakres 400-10 cm™, dostarczajacy informacji odno$nie przejéé rotacyjnych, drgan siatki
krystalicznej i drgan szkieletowych duzych czasteczek (Szczepaniak 2007). Intensywno$¢ pasm
moze by¢ wyrazona jako transmitancja (T), przedstawiajaca stosunek intensywnosci
promieniowania przepuszczonego przez probke do intensywnosci promieniowania padajgcego
na probke lub jako absorbancja (A) czyli logarytm dziesigtny odwrotnosci transmitancji
(Silverstein, Webster i Kiemle 2007).

W spektroskopii IR probka naswietlana jest promieniowaniem z zakresu podczerwieni.
Jesli energia promieniowania odpowiada roznicy energii pomiedzy stanem podstawowym
a stanem wzbudzonym czasteczki, woéwczas foton ulega absorpcji a czasteczka przechodzi
W stan wzbudzony o wyzszej energii. Widma IR cial statych i cieczy nazywane sa widmami
oscylacyjnymi, natomiast dla czasteczek w fazie gazowej widmami oscylacyjno-rotacyjnymi.

W podczerwieni obserwuje si¢ jedynie drgania, ktore powoduja zmiany momentu
dipolowego czasteczki. Rozrdznia si¢ dwa rodzaje drgan czgsteczkowych (Silverstein, Weber i
Kiemle 2007). Drgania rozciagajace to drgania walencyjne, zachodzace wzdluz wigzan
(odlegtoéci miedzy atomami naprzemiennie zwigkszaja si¢ 1 zmniejszajg). Drgania
deformacyjne, zwigzane sg ze zmianami katow pomiedzy wigzaniami.

Przyblizone czestoSci drgan mozna obliczy¢ na podstawie rownania Hooke’a, zgodnie
z ktorym ,,dwa atomy i taczace je wigzanie traktuje si¢ jako prosty oscylator harmoniczny,
ztozony z dwoch mas potaczonych sprezyng”. Roéwnanie wyprowadzone z prawa Hooke’a,
opisujace zalezno$¢ miedzy czesto$cig oscylacji, masami atomow i stalg sitowg wigzania,
przyjmuje postac (Silverstein, Weber i Kiemle 2007):

ﬁ=L\/ i )

270¢ | (MxMy) /(M + M)

gdzie: ¥ to czestos¢ drgan wyrazona w liczbach falowych, c- predkos¢ swiatta (cm/s), f- stata

sitowa wigzania (N/cm) za§ My i My to masy atomow X 1Y [q].
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Mozliwo$¢ oszacowania zakresu absorpcji, w ktorym wystepuja odpowiednie drgania,
pozwala na zastosowanie spektroskopii IR do identyfikacji grup funkcyjnych w czasteczce
badanego zwiazku.

W  spektroskopii w podczerwieni wykorzystuje si¢ do pomiaru probek materiaty
przepuszczajgce promieniowanie z tego zakresu. Szklo, ktore nie przepuszcza promieniowania
o dlugoéci ponizej 4000 cm™ nie znajduje zastosowania w  spektroskopii IR.
Analiza w podczerwieni umozliwia badanie prébek w kazdym ze standw skupienia. Ciecze
(czyste 1 roztwory) najczesciej analizuje si¢ w kuwetach wykonanych z NaCl 1 KBr. Substancje
lotne analizuje si¢ w specjalnych, szczelnych kuwetach, za$ analizg ciat statych wykonuje si¢ dla
probek w postaci m.in. zawiesiny lub pastylki (Silverstein i in. 2007). Otrzymanie widm
(w zakresie podstawowej podczerwieni) cial statych bez wzgledu na ich grubo$¢ umozliwia
technika ostabionego catkowitego odbicia (ang. Attenuated Total Reflection, ATR) (Silverstein
1in. 2007). W technice tej probka umieszczona jest bezposrednio na krysztale, a promieniowanie
pada na powierzchni¢ graniczng. Rozszerzeniem tej techniki jest uzyskanie wielokrotnych odbié
wewnetrznych wzdluz powierzchni probki (Derrick, Stulik 1 Landry 1999) Na rysunku 1

przedstawiono kierunki odbicia wigzki promieniowania.

C

D vavamm

A

B

Rysunek 1. Kierunki odbicia wiazki w spektroskopii w podczerwieni, A- odbicie zewnetrzne, B — odbicie
rozproszone, C- odbicie wewngtrzne.
Opracowano na podstawie (Derrick i in. 1999)

Analizujac widma w zakresie MIR mozna przyporzadkowa¢ charakterystyczne pasma
odpowiednim drganiom grup funkcyjnych. W analizie widma w zakresie podstawowej
podczerwieni zwraca si¢ szczeg6lng uwage na dwa zakresy: 3700-1500 cm™ oraz 900-650 cm™.
W rejonie grup funkcyjnych (3700-1500 cm™) pojawiaja si¢ drgania rozciagajace waznych grup
takich jak O-H, N-H i C=0. Brak absorpcji w zakresach przypisanych réznym grupom
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funkcyjnym shuzy jako dowod ich nieobecnosci w czasteczce. Obszar 1300-700 cm™ nazywany
jest obszarem daktyloskopowym lub obszarem ,,odcisku palca” i ma podstawowe znaczenie
w identyfikacji zwigzku. W rejonie tym wystepuje charakterystyczny dla danego zwigzku uktad
pasm absorpcyjnych, odpowiadajacy ztozonym drganiom rozciggajacym i deformacyjnym
szkieletu czasteczki.

W zakresie 1000-635 cm™ wystepuja silne pasma pochodzace od drgan deformacyjnych
wigzan C-H poza plaszczyzng czasteczki w uktadach aromatycznych i w alkenach. Rejon 1500-
1350 cm™ odpowiada drganiom deformacyjnym w plaszczyznie grupy metylenowej oraz
metylowej. Silne pasma drgan szkieletowych, zwigzkéw aromatycznych i heteroaromatycznych
pojawiaja sic w zakresie 1600-1300 cm™. W gérnej czesci rejonu 1800-1600 cm™ obserwowane
sa drgania grupy karbonylowej, w dolnej za$ odpowiadajace alkenom (C=C), grupie aminowe;j
(NH;) i grupie azometinowej (C=N). Brak absorpcji w tym zakresie wyklucza struktury
zawierajace grupe karbonylowa. W obszarze 2000-1800 cm™ wystepuja stabe pasma przypisane
nadtonom drgan deformacyjnych wigzan C-H poza plaszczyzng pierScienia aromatycznego.
Zakres 2700-2000 cm™ to ostre pasma sugerujace obecno$é wiazan potrojnych (drgania C=C lub
C=N). Szerokie pasma absorpcyjne przypisuje si¢ grupie OH lub N-H. Stabe waskie pasmo
pochodzace od drgan rozciggajacych wigzan C-H w aldehydach, grupie metoksynowej
i N-metylowej pojawia si¢ obszarze 2800-2700 cm™. W rejonie tym, przy liczbie falowej 2850
cm™, wystepuja nakladajace si¢ pasma przypisane drganiom rozciggajacym wiazan C-H.
W zakresie 3650-3200 cm™ wystepuja szerokie pasma absorpcyjne o duzej lub $redniej
intensywnosci, wskazujgce na obecno$¢ grup O-H lub N-H,. W rejonie tym widoczne jest
rowniez ostre pasmo o $redniej intensywnosci przy liczbie falowej 3300 em™ odpowiadajace
grupie etylenowej (Zielinski 2000, Burns 1 Ciurczak 2001, Stuart 2004, Silverstein i in. 2007).

W spektroskopii w zakresie NIR w widmach wystgpuja pasma pochodzace od nadtonow
1 drgan kombinacyjnych w czgsteczkach. Pasma te przypisuje si¢ drganiom nadtonu wigzan C-H,
N-H i O-H (Stuart 2004). Wigzaniem dominujgcym w spektroskopii w zakresie bliskiej
podczerwieni jest wigzanie z udzialem wodoru (Davies 1993). Wynika to z faktu,
iz intensywno$¢ absorpcji wigzan zawierajagcych atom wodoru jest znacznie wigksza od
intensywnosci absorpcji innych wigzan. Dla weglowodordow alifatycznych obserwuje si¢ pasma
wystepujace w zakresie: 6250-5555 cm* (1600-1800 nm) pochodzace od pierwszego nadtonu
drgan rozciagajacych, 8695-8264 cm™ (1150-1210 nm) pochodzace od drugiego nadtonu drgan
rozciagajacych C-H oraz w regionie 11363-10917 cm™ (880-916 nm) pochodzace od trzeciego
nadtonu drgan rozciggajacych C-H. Dla weglowodoréw aromatycznych obserwuje si¢ pasma

pochodzace od drgan rozciagajacych C-H pierwszego nadtonu w zakresie 6250-5555 cm™
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(1600-1800 nm). W zakresie 9090-8000 cm™ (1100-1250 nm) widoczne sa pasma pochodzace
od drgan drugiego nadtonu. Pasma pochodzace od drgan kombinacyjnych wystepuja
w zakresach 4761-4444 cm™ (2100-2250 nm) i 4081-4000 cm™ (2450-2500 nm). W tabeli 1
przedstawiono powszechnie wystepujace pasma w zakresie bliskiej podczerwieni dla zwigzkow

organicznych.

Tabela 1. Charakterystyka pasm widm w zakresie bliskiej podczerwieni dla zwigzkow organicznych

Liczba falowa (cm™) Opis

4545-4081 Kombinacyjne C-H rozciagajace
5000-4545 Kombinacyjne N-H rozciagajace, kombinacyjne O-H rozciggajace
6060-5555 Pierwszy nadton C-H rozciagajace
7142-6666 Pierwszy nadton N-H rozciagajace, pierwszy nadton O-H rozciagajace
7692-7042 Kombinacyjne C-H rozciagajace
9090-8163 Drugi nadton C-H rozciagajace

10526-9090 Drugi nadton N-H rozciagajace, drugi nadton O-H rozciagajace

11764-10526 Trzeci nadton C-H rozciagajace

12903-11764 Trzeci nadton N-H rozciagajace

Na podstawie Stuart (2004)

2.1.2. Spektroskopia elektronowa

Spektroskopia absorpcyjna UV-Vis

Spektrofotometrie UV-Vis zalicza si¢ do najstarszych metod instrumentalnych. Analiza opiera
si¢ na pomiarze widm elektronowych powstajacych w trakcie przej$¢ miedzy stanami
elektronowymi, a badanie prowadzone jest w zakresie od 10-800 nm. Zakres UV-Vis dzieli si¢
na rejon nadfioletu dalekiego (10-200 nm), nadfioletu bliskiego (200-400 nm) i rejon widzialny
(400-800 nm). Przejécia elektronowe wywotane sg zmianami konfiguracji elektronowej
w czasteczkach na skutek energii jaka niesie ze soba promieniowanie elektromagnetyczne
z zakresu UV-Vis. Absorpcja promieniowania z tego zakresu zwigzana jest z przejSciami
elektronow wigzan walencyjnych 6 i mt, oraz wolnych par elektronowych n.

W wyniku przejs¢ otrzymuje si¢ widmo elektronowe, ktore charakteryzuje sie szerokimi
pasmami absorpcji. Pasma te potozone sg wzdhuz osi dtugosci fali okreslonej w nanometrach.

Zasada pomiaru w zakresie widzialnym sprowadza si¢ do pomiaru stosunku natgzenia
promieniowania po przejsciu przez probke (I) do nat¢zenia promieniowania padajacego na
probke (o) jako funkcji dtugosci fali.
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Spektroskopia fluorescencyjna

Metody fluorescencyjne charakteryzuja si¢ wysoka czutoscia, doktadnoscig i selektywnoscia.
Fluorescencje wykorzystuje si¢ zarowno w oznaczeniach jako$ciowych jak i ilo$ciowych.
Selektywnos¢ metody wynika z faktu, iz nie wszystkie zwiazki fluoryzuja, oraz z mozliwosci
ustalenia odpowiedniej dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego i emitowanego.

Emisj¢ promieniowania elektromagnetycznego przez czasteczke wzbudzong w wyniku
absorpcji promieniowania do wyzszego stanu elektronowego okres$la si¢ jako fotoluminescencjg.
Mechanizm przej$¢ elektronowych decyduje o tym, czy jest to fluorescencja (emisja
promieniowania zwigzana z przejsciem czasteczki miedzy stanami elektronowymi o tej samej
multipletowosci) czy fosforescencja (emisja promieniowania, ktoérej towarzyszy zmiana
multipletowosci) (Lakowicz 2010).

Pomiary fluorescencyjne wykonuje si¢ dla probek ciektych i statych. W zalezno$ci od
stanu skupienia, st¢zenia oraz natury badanej probki, stosuje si¢ rézne geometrie pomiarowe,

rysunek 2 (Lakowicz 2010).

 h
& & £

Rysunek 2. Schematy uktadow geometrycznych stosowanych w pomiarach fluorescencji.

Opracowano na podstawie Lakowicz (2010)

Probki rozcienczone mierzy si¢ stosujac ,,geometri¢ kata prostego”, w ktorej intensywnos¢
emisji mierzona jest pod katem 90° w stosunku do promieniowania wzbudzajacego.
W przypadku pomiarow probek o duzych stezeniach analitéw, intensywno$¢ promieniowania
fluorescencyjnego moze by¢ zmniejszona w wyniku zjawisk zachodzacych w badanej probce.
Zjawisko takie nazywa si¢ efektem filtru wewnetrznego 1 wywotane jest oslabieniem
intensywnos$ci fluorescencji w wyniku absorpcji promieniowania wzbudzajacego i/lub
emitowanego. Zastosowanie uktadu odbiciowego, w ktorym mierzona jest intensywnos$¢
fluorescencji z powierzchni probki, na ktérg pada promieniowanie wzbudzajace, umozliwia

eliminacje tego efektu (Lakowicz 2010, Sikorska 2008a).
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W przeciwienstwie do technik spektroskopii absorpcyjnej fluorescencje opisuja dwa
rodzaje widm. Widmo emisji przedstawia intensywno$¢ emisji w funkcji dtugosci fali przy
okreslonej ditugosci fali wzbudzenia. Widmo wzbudzenia przedstawia natomiast zalezno$¢
intensywnosci emisji od dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego przy okreslonej dlugosci
fali emisji (Lakowicz 2010). Jesli intensywno$¢ emisji zostanie zarejestrowana przy réznych
dhugosciach fali wzbudzenia, otrzymuje si¢ widma catkowitej fluorescencji (lub luminescencji)
nazywane rowniez widmami wzbudzenia-emisji (Ndou i Warner 1991). Widma catkowitej
fluorescencji przedstawia si¢ w trojwymiarowym uktadzie wspoirzednych, w ktoérym osie
opisuja dhugosci fali wzbudzenia, emisji oraz intensywnosci, lub w postaci mapy konturowe;j,
w ktorej przedstawione sg kontury taczace punkty o jednakowej intensywnos$ci fluorescencji.
Pomiar catkowitej fluorescencji umozliwia uzyskanie pelnego opisu wilasciwosci emisyjnych
zwigzku lub mieszaniny zwigzkdéw, natomiast widmo catkowitej fluorescencji zawiera wszystkie
informacje zawarte w widmach wzbudzenia oraz emisji. Wedtlug Christiansena, Beckera
I Frederkisena (2006) jezeli zatozy si¢, ze widma wzbudzenia i emisji sktadnikow sg chemicznie

niezalezne, wtedy widmo catkowitej fluorescencji mozna opisa¢ rownaniem:

EEM = Z?:l a; X E\fvzb (szb) X Eém(lem) (2)

gdzie: j— dany sktadnik fluoryzujacy, n- liczba fluoryzujacych sktadnikow, a- czynnik zalezny
od stezenia fluoryzujacego sktadnika, E. . (A,,,)- charakterystyka wzbudzenia, E.l,,(Aem)-

charakterystyka emisji sktadnika 7.

Inng metoda badania emisji ukladow wielosktadnikowych jest synchroniczny pomiar
fluorescencji, ktory pozwala zwigkszy¢ selektywnos¢ w stosunku do klasycznych widm
wzbudzenia 1 emisji dzigki wykorzystaniu mozliwosci zmian dtugosci fali wzbudzenia i emisji
(Lloyd 1971). Pomiar ten polega na zarejestrowaniu intensywnos$ci fluorescencji jako funkcji
jednoczesnie zmieniajacych si¢ dlugosci fali wzbudzenia i emisji, przy zachowaniu (najczgsciej)
statlej roznicy miedzy nimi. Intensywno$¢ sygnatu Is przy synchronicznym pomiarze

fluorescencji przedstawia rownanie (Vo-Dinh 1978):
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Ig (szb ’ Aem) = KcdEy,p (Aem - A/1)Eem (Aem) (3)

gdzie: ¢ stezenie fluoryzujacego zwigzku, K- stata zalezna od warunkéw eksperymentalnych,
d- dlugos$¢ drogi optycznej, E,, ,p- Charakterystyka wzbudzenia, E.,,- charakterystyka emisji,

Awzb » Aem- dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego oraz emitowanego, AA= Aem-Awzb-

Istotnym elementem w pomiarach synchronicznych fluorescencji jest wybdr odpowiednie;j
r6éznicy dhugosci fali wzbudzenia i emisji, AL. Wybdr tego parametru wptywa na intensywnosc
1 ksztalt pasm w widmie. Widma synchroniczne mierzone dla matych warto§ci AL cechujg si¢
uproszczeniem i zawezeniem pasm, za$ mierzone dla duzych wartosci AL moga zawiera¢ wiecej
niz jedno pasmo. Na rysunku 3 przedstawiono przyktadowe widma catkowitej fluorescencji

I widma synchronicznej fluorescencji.
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Rysunek 3. Mapa konturowa catkowitej fluorescencji oraz widma synchroniczne fluorescencji oliwy z oliwek

extra virgin. Na podstawie (Sikorska 2012)

Stosujac metody fluorescencyjne mozna bada¢ zarowno wlasciwosci mikro- (np. struktura
biatek, oddzialywania biatek i thuszczow) jak i makroskopowe produktow (Christiansen i in.
2005; Sadecka i Tothova 2007).

2.2. Chemometryczne metody analizy widm

Chemometria jest dynamicznie rozwijajacg si¢ dziedzing nauki i1 techniki wykorzystujaca
metody matematyczne, rachunek prawdopodobienstwa, statystyke, informatyke 1 teorig
podejmowania decyzji do optymalizacji doSwiadczeh oraz otrzymania maksimum uzytecznej

informacji z wielowymiarowych danych pomiarowych (Mazerski 2000). Migdzynarodowe
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Towarzystwo Chemometrykow (International Chemometrics Society) zdefiniowato chemometrig
jako ,,nauke o zaleznos$ciach pomig¢dzy pomiarami wykonanymi dla danego obiektu a jego
wiasciwos$ciami poprzez zastosowanie metod matematycznych i statystycznych” (Hibbert i in.
2009). Paul Gemperline (2006) w ksiazce ,, Practical Guide to Chemometrics” definiuje
chemometri¢ jako nauke interdyscyplinarng taczacg w sobie statystyke i chemie¢. Mike J. Adams
w ksigzce pt: ,,Chemometrics in analytical spectroscopy” (1995) opisuje chemometri¢ jako
techniki 1 operacje matematyczne stuzgce do interpretacji danych chemicznych.

Chemometria jest szeroko wykorzystywana m.in. w farmaceutyce (EI-Gindy i Hadad
2012), ochronie Srodowiska (Astel, Polkowska i Namie$nik 2003; Mas i in. 2010) oraz w
przemysle spozywczym (Guidetti, Beghi i Giovenzana 2012).

Do analizy danych w zaleznosci od liczby zmiennych opisujacych wlasciwosci probki
stosuje si¢ odpowiednie metody analizy. Kiedy liczba zmiennych jest mata, stosuje si¢ klasyczne
metody. Jezeli liczba zmiennych objasniajacych jest duza, wymagane jest zastosowanie metod
wielowymiarowych (Korcz i in. 2008). Analiza wielowymiarowa ma na celu wyodrgbnienie,
na drodze procedur matematycznych, istotnych informacji ukrytych w zbiorach o duzej liczbie
zmiennych (Martens i Martens 2001).

W zaleznosci od celu modelowania danych wyrdzniamy analizg: jakosciowa 1 ilo§ciowa.
Do analizy jakos$ciowej (analizy cech przyjmujacych dyskretne wartosci) stosuje si¢ metody
klasyfikacyjne. Natomiast do analizy ilosciowej (analizy cech zmieniajacych si¢ w sposob
ciagly) wymagane jest zastosowanie metod regresji (Stanimirova, Daszykowski i Walczak
2008a).

Modele uzyskane z zastosowaniem metod chemometrycznych moga znalez¢ zastosowanie
do: okreslenia jakos$ci probki, jej Swiezosci, pochodzenia geograficznego i botanicznego, badz do
przewidywania cech zmieniajacych si¢ w sposob ciagly (np. zawarto$¢ okreslonego skladnika
w probcee) (Martens i Martens 2001).

Widma absorpcyjne 1 emisyjne uzyskane dla serii probek sa typowym przyktadem danych
wymagajacych zastosowania podej$cia chemometrycznego dla pelnego wykorzystania zawartej
w nich informacji (Geladi 2003, Geladi i in. 2004). Do analizy widm wykorzystuje si¢ techniki

bez nauczyciela (bez nadzoru) i z nauczycielem (z nadzorem).

2.2.1. Techniki bez nauczyciela

Techniki bez nauczyciela, tzw. metody eksploracyjne, nie wymagaja wiedzy a priori dotyczacej

przynaleznosci obiektow do danej kategorii. Maja one za zadanie w oparciu o zbidér zmiennych
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objasniajagcych X ulatwi¢ zidentyfikowanie grup obiektow o podobnych cechach
(wlasciwosciach) lub ujawnienie probek znacznie rdéznigcych si¢ od pozostatych. Przykladem
technik bez nauczyciela s3: analiza gléwnych sktadowych (PCA), metoda poszukiwania
projekcji  (PP), techniki grupowania danych 1 samoorganizujace si¢ mapy Kohonena
(Stanimirova, Daszykowski i Walczak 2008a).

Analiza gléwnych sktadowych (ang. Principal Component Analysis, PCA) obok analizy
czynnikowej 1 metody segmentacji jest podstawowa metoda analizy eksploracyjnej, stosowang
jako metoda wstepna pozwalajaca na wykrycie struktury danych. Jej celem jest wyznaczenie
nowych nieskorelowanych zmiennych (gtéwnych sktadowych), ktoére bedg miaty najwicksza
mozliwg wariancje. Wedlug Esbensena (2002) model z dang liczbg sktadowych opisuje

roéwnanie:

X = TPT + E = Struktura + Szum (4)

gdzie: X- macierz danych, 7- macierz wspotrzednych obiektow w przestrzeni glownych
sktadowych, PT — macierz zmiennych w przestrzeni gldéwnych sktadowych, E- macierz btedu

(Esbensen 2002).

Gtowne sktadowe (PC) s3a liniowymi funkcjami oryginalnych zmiennych 1 zawieraja
kolejno, w porzadku malejacym, informacje dotyczace struktury zmiennosci danych. Istnieje
kilka kryteriow, wedtug ktorych ustala si¢ liczbe PC. Do najczeSciej stosowanych nalezy:
kryterium wykresu osypiskowego 1 kryterium Kaisera (tylko czynniki, ktore maja wartosci
wigksze niz 1). PCA wykorzystuje si¢ wigc przede wszystkim do kompresji, modelowania
I wizualizacji danych z jednoczesnym zachowaniem maksimum informacji obecnej
w wielowymiarowym zestawie danych oryginalnych (Gemperline 2006; Massart i Vander
Heyden 2004a, 2004b). Graficzne przedstawienie wynikow analizy glownych sktadowych
umozliwia wykrycie oraz interpretacj¢ grupowania si¢ obiektow, ich podobienstw i roznic, oraz
analize zalezno$ci miedzy réznymi zmiennymi. Wykres wspotrzednych przedstawia relacje
mi¢dzy obiektami dla danych gtownych sktadowych za§ wartosci tadunkéw czynnikowych sa
wspolczynnikami  korelacji migdzy oryginalnymi zmiennymi a glownymi skladowymi

(Daszykowski i Walczak 2008).
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2.2.2. Techniki z nauczycielem

Druga grupe technik stanowig metody uczenia z nauczycielem, do ktorych zalicza si¢ techniki

klasyfikacyjne/dyskryminacyjne i kalibracyjne.

Metody Kklasyfikacyjne/dyskryminacyjne

W metodach klasyfikacyjnych wykorzystuje si¢ techniki majace na celu przyporzadkowanie
probek do okreslonych klas (grup) (Koronacki i Cwik 2005). Techniki te mozna podzielié¢
na dwie kategorie: metody dyskryminacyjne oraz metody modelowania indywidualnych grup
(Stanimirova, Daszykowski i Walczak 2008a). W metodach dyskryminacyjnych probka jest
zawsze przypisana do jednej z grup. W technikach modelowania indywidualnych grup model
buduje si¢ dla kazdej probki osobno. Nowa probka moze wigc naleze¢ do jednej z grup, do kilku
z nich albo do zadnej. Do metod dyskryminacyjnych naleza: liniowa i kwadratowa analiza
dyskryminacyjna (LDA i QDA), metoda k-najblizszych sasiadow (kNN) i dyskryminacyjna
metoda czastkowych najmniejszych kwadratow (PLS-DA). Przyktadem metody niezaleznego
modelowania indywidualnych grup jest analiza SIMCA (Miller i Miller 2005; Otto 2007).

Schemat analizy klasyfikacyjnej na podstawie analizy widm przedstawiono na rysunku 4.

Badane probki Pomiar widm nowych
probek

Model klasyfikacyjny

'

Klasyfikacja prébek

Analiza klasyfikacyjna .
LDA, SIMCA, kNN, PLS-DA

Pomiar widm |

Rysunek 4. Schemat analizy klasyfikacyjnej na podstawie analizy widm spektroskopowych.
Na podstawie Wojcicki (2013)

Liniowa analiza dyskryminacyjna (ang. Linear Disciminant Analysis, LDA) jest jedna
z najczesciej wykorzystywanych metod klasyfikacyjnych (Berrueta, Alonso-Salces i Heberger
2007). Jej zadaniem jest wyznaczenie liniowe] funkcji dyskryminacyjnej, ktora nastgpnie
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wykorzystywana jest do klasyfikacji nowych probek do jednej z rozpatrywanych Kklas.
W metodzie LDA zaktada si¢, ze: rozktad obiektow w kazdej grupie powinien by¢ zblizony do
rozktadu normalnego, rozdzielenie klas powinno odbywaé si¢ liniowo, a macierze wariancji-
kowariancji kazdej grupy powinny by¢ poréwnywalne.

Podstawg niezaleznego modelowania klas (ang. Soft Independent Modeling of Class
Analogy, SIMCA) sa modele PCA, ktore w pierwszym etapie analizy tworzone sa dla
wszystkich obiektow. Nastepnie dla kazdej z klas obliczany jest indywidualny model PCA,
z optymalng dla niej liczbg gtéwnych sktadowych okreslajacych strukture danych. Klasyfikacji
dokonuje si¢ dwuetapowo. W drugim etapie ,.testujagcym” nowe obiekty przypisywane sa do juz
istniejacej klasy, do ktorej ich dopasowanie jest najlepsze. Wyniki klasyfikacji zalezag od wyboru
liczby gtownych sktadowych dla modeli poszczegdlnych klas. W metodzie tej obiekt moze by¢
przydzielony do jednej lub kilku istniejacych grup lub nie znalez¢é si¢ w zadnej z nich
(Stanimirova i Walczak 2008b).

Analiza k-najblizszych sgsiadow (ang. k-Nearest Neighbors, kNN) jest kolejng metoda
wykorzystywang do klasyfikacji obiektow. Metoda polega na przypisaniu nowego obiektu
do klasy, ktora najczesciej wystepuje wsrod jego k sasiadow, gdzie K jest liczba nieparzysta
(np. 1,3,5). Dla danego obiektu oblicza si¢ odlegtos¢ euklidesowa miedzy nieznanym obiektem
a kazdym z obiektow w zbiorze uczacym. Odlegtosci te ulozone sg od najmniejszej
do najwigkszej, w celu przyporzadkowania probce jej N- najblizszych sgsiadéw. Badany obiekt
zaliczany jest do klasy najliczniej reprezentowanej wsrod jego k- najblizszych sasiadow. Pewne
modyfikacje tej metody moga poprawi¢ jako§¢ klasyfikacji, ale tylko w przypadku kiedy
wystepuja wiecej niz dwie klasy (Lavine 1 Davidson 2006).

Kolejng metoda klasyfikacyjng jest dyskryminacyjny wariant PLS (PLS-DA).
Przynalezno$¢ probek do grup okreslona jest przez zmienng zalezng Yy, ktéra moze mie¢ postac
binarna, czyli jej elementy przyjmuja wartosci O lub 1 (0 dla grupy pierwszej i 1 dla grupy
drugiej) lub moze by¢ zmienng bipolarng, o elementach -1 lub 1 (-1 dla grupy pierwszej i 1 dla
grupy drugiej). Po ustaleniu optymalnej liczby czynnikow potrzebnych do zbudowania modelu
PLS mozna na jego podstawie przewidzie¢ przynaleznos¢ probek do jednej z dwoch grup

(Stanimirova, Daszykowski i Walczak 2008a).

Metody regresji

Do analizy cech zmieniajacych si¢ w sposob ciagly stosuje si¢ metody regresji. Analizy

regresji maja na celu uzyskanie modelu kalibracyjnego, ktéry umozliwi ilo$ciowa oceng
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wiasciwos$ci probki, na podstawie zbioru zmiennych objasniajgcych. Schemat analizy regresji

na podstawie widm przedstawiono na rysunku 5.

Zestaw prébek kalibracyjnych

Pomiar widm nowych

prébek
| Pomiarwidm Opracowanie ¢
i walidacja modeli — Model kalibracyjny
regresiji
Oznaczenie MLR, PCR, PLS i

parametrow
fizyko-chemicznych

Okreslenie wtasciwosci
fizyko-chemicznych
prébek

Rysunek 5. Schemat analizy regresji na podstawie widm.
Na podstawie Wojcicki (2013)

Dobor probek sktadajacych si¢ na zestaw kalibracyjny jest jednym z wazniejszych
elementow wplywajacych na budowe modelu kalibracyjnego. Probki sktadajace si¢ na zestaw
kalibracyjny powinny charakteryzowa¢ si¢ odpowiednig reprezentatywnoscig oraz w miare
mozliwosci pokrywac cale zakresy zmienno$ci wszystkich modelowanych parametréw. Probki
kalibracyjne mozna dobra¢ na dwa sposoby:

1) przygotowanie probek o okreslonej charakterystyce w zaleznos$ci od zaplanowanego
eksperymentu,
2) wybor reprezentatywnych prébek z dostepnego zestawu.
Przyjmuje si¢, ze zbiér probek kalibracyjnych powinien zawiera¢ wigcej obiektow (70-75%) niz
zbidr probek testowych.

Wybor odpowiedniego modelu kalibracyjnego zalezy m.in. od liczby zmiennych oraz od
wystepowania lub braku korelacji miedzy nimi. Do analizy regresji wykorzystuje si¢ m.in.
metode: regresji czastkowych najmniejszych kwadratoéw (PLS), regresji sktadowych gtownych
(PCR) i wielokrotnej regresji liniowej (MLR).

Koncepcja metody opiera si¢ na zbudowaniu liniowego modelu, ktéry mozna opisaé

rOwnaniem:
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Y=XB+E )

gdzie: Y — macierz zmiennych zaleznych o wymiarach n (liczba obiektow) na m (liczba
zmiennych), X — macierz zmiennych niezaleznych (widm) o wymiarach n (liczba obiektow)
na p (liczba zmiennych), B — macierz wspotczynnikow regresji o wymiarach p na m,

E— sktadnik losowy modelu o takich samych wymiarach jak macierz Y.

Ideg regresji gltownych sktadowych (PCR) jest stworzenie zalezno$ci migdzy
poszukiwang wlasciwosciag probki (np. zawarto$cia danego komponenta) a gléwnymi
sktadowymi (PCs). Analiza PCR przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie wyznacza si¢
glowne sktadowe w celu uzyskania nieskorelowanych zmiennych macierzy X. W drugim etapie
analizy macierz T wykorzystywana zostaje do konstrukcji modelu MLR (Mevik i Wehrens
2007).

Zadaniem analizy regresji czastkowych najmniejszych kwadratow (ang. Partial Least
Squares Regression, PLS) podobnie jak i analizy PCR jest zbudowanie modelu kalibracyjnego
w oparciu o kilka ukrytych zmiennych (Naes i in. 2002). Zmienne zalezne w analizie PLS
s3 nowymi skladowymi, opisanymi przez zmienne niezalezne 1 zmienne zalezne. Zbior
zmiennych niezaleznych X pozwala na prognozowanie zmiennych zaleznych Y. W tym celu
wszystkim zmiennym X, ktore wykazuja silne powinowactwo wzgledem zmiennych Y nadaje sig
specjalng warto$¢ (wagg). W rezultacie mozliwe jest szacowanie zmiennych Y z jednoczesnym
uwzglednieniem zmiennosci macierzy X (Martens 1989). Znane sg dwa warianty modelu regresji
PLS:

1) PLS1 — ktéry pozwala na odszukanie korelacji migdzy wielowymiarowg macierza danych
spektroskopowych 1 jednowymiarowa macierzag danych chemicznych lub
fizykochemicznych,

2) PLS2 — ktéry umozliwia analizg¢ kilku parametréw jednoczesnie, pod warunkiem, ze sa

one wzajemnie skorelowane.

Porownujac metode regresji czastkowych najmniejszych kwadratéw z metoda regres;ji
sktadowych gtownych mozna stwierdzi¢, ze modele dla analizy PLS osiagaja mniejsze bledy
przewidywania dla nowych probek i sg bardziej stabilne ze wzgledu na mniejsza liczbe
czynnikow wykorzystanych do konstrukcji modelu. Ponadto w zaleznos$ci od stopnia korelacji

mi¢dzy zmiennymi Y stosuje si¢ model PLS-1 lub PLS-2. Jezeli korelacja ta bgdzie stosunkowo
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silna, wowczas model PLS-2 moze da¢ korzystniejsze rezultaty niz model PLS-1 (Stanimirova,
Daszykowski i Walczak 2008a).

2.2.3. Walidacja modeli

Podstawowym narzedziem testowania i optymalizacji modelu jest walidacja, ktorg rozumie si¢
jako oceng zdolnosci predykcyjnych dla zbioru prébek, ktory nie byt uzyty do budowy modelu.
Do konstrukcji modelu i oceny jego zdolnosci predykcyjnych wykorzystuje si¢ probki
podzielone na dwa zbiory: kalibracyjne i1 testowe. Do budowy modelu wykorzystuje sie
walidacje krzyzowa, ktora pozwala na wybdr optymalnej liczby czynnikéw. Metoda ta polega
na tym, ze probki z zestawu kalibracyjnego (modelowego) sg raz uwzglednianie przy tworzeniu
modelu a innym razem traktowane sg jako probki testowe. Najprostszym wariantem walidacji
krzyzowej jest petna walidacja krzyzowa, w ktorej kolejno kazda z probek zostaje wybrana jako
probka testowa. Jako$¢ uzyskanego modelu okre$la sredni btad kwadratowy walidacji (ang. Root

Mean Square Error of Validation, RMSECV) wyrazony wzorem (Stanimirova, Daszykowski i

Walczak 2008a):
RMSECV (f) = \/@ ©)

gdzie: y;(f) to warto$§¢ zmiennej zaleznej przewidzianej na podstawie modelu o f czynnikach,

n— liczba obiektow

Kazdy skonstruowany model kalibracyjny, dyskryminacyjny i klasyfikacyjny powinien
zosta¢ zweryfikowany 1 zatwierdzony. W tym celu, dostgpny zbior probek dzieli si¢ na
modelowy 1 testowy. Zbiér modelowy ma stuzy¢ do skonstruowania odpowiednich regut
logicznych, za§ model testowy ma na celu oszacowanie zdolnosci predykcyjnych modelu.
Wedlug Stanimirovej i wspétautorow (2008a) duzy btad dopasowania modelu do zbioru
modelowego (powyzej limitu akceptowanego) dla danego problemu kalibracyjnego, czy tez duzy
btad przewidywania dla probek ze zbioru testowego §wiadcza o tym, ze zbudowany model moze
by¢ nieodpowiedni. Btad przewidywania dla probek ze zbioru testowego okresla si¢ obliczajac

sredni kwadratowy btad przewidywania (RMSEP), wyrazony wzorem:

L P 9 ()2
w

RMSEP(f) = J 7)

gdzie: w — to liczba probek w zbiorze testowym
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2.3. Zastosowanie technik spektroskopowych i chemometrycznych w badaniach olejow

roslinnych

Widma olejow w zakresie NIR, IR, UV-Vis oraz fluorescencji, w polaczeniu z metodami
chemometrycznymi sg szeroko wykorzystywane do badania jako$ci olejow roslinnych (Karoui,
Downey i Blecker 2010; Karoui i Blecker 2011; Gromadzka i Wardencki 2011; Rohman i Che
Man 2012a; Dais i Hatzakis 2013).

Analizy z zastosowaniem metod klasyfikacyjnych: SIMCA (Gaelano i in. 2005; Guerdeniz
i Ozen 2009), PLS-DA (Galtier i in. 2007), KNN (Downey, Mcintyre i Davier 2002; Capote,
Jimenez i Luque de Castro 2007) i LDA (Lerma-Garcia 2011a), wykorzystywane sg m.in. w
badaniu oliw z oliwek extra virgin w celu ich identyfikacji ze wzgledu na jakos$¢, pochodzenie
botaniczne lub geograficzne.

Zastosowanie metod regresji: PLS (Al-Alawi, van de Voort, Sedman 2004; Inon i in. 2003;
Hajimahmodi i in. 2005) oraz PCR (Gimenez i in. 2010; Mafra, Ferreira i Oliveira 2008)
umozliwia okres$lenie stezenia dodatku falszujacego oraz oznaczenie parametrow fizyko-
chemicznych charakteryzujacych jakos¢ olejow roslinnych.

Obecnie w literaturze istnieje wiele przyktadow zastosowan metod spektroskopowych

wraz z chemometryczna analizg widm do oceny jakos$ci olejow roslinnych, tabela 2.
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Tabela 2. Przyktady zastosowan technik spektroskopowych w analizie olejéw roslinnych

Technika Zastosowanie Literatura
Identyfikacja i ilo$ciowe Marquez, Diaz i Reguera 2005; Azizian i Kramer, 2005;
NIR oznaczanie sktadu Galtier i in. 2007; Dupuy i in. 2010
Zafalszowania Gurdeniz i Ozen 2009; Hourant i in. 2000; Ozdemir i in. 2007;
Ozturk, Yalcin i Ozdemir 2010
Pochodzenia botaniczne, Casale i in. 2010; Safar i in. 1994; Sato 1994; Galtier i in. 2007;
geograficzne i klasyfikacja Tapp, Defernez i Kemsley 2003; Yang, Irudayaraj i Paradkar 2005;
Downey, Mclintyre i Davier 2002
Kontrola zmian jako$ci w procesie Yidliz i in. 2002; Cox i in. 2000; Li i in. 1999; Armenta, Garrigues i
ogrzewania i przechowywania Guardia 2007; Du i in. 2012; Yidliz i in. 2001; Lum i in. 2004;
Azizian i Kramer 2005
Identyfikacja i ilosciowe Dupuy i in. 2010
MIR oznaczanie sktadu
Zafalszowania Lai, Kemsley i Wilson 1995; Gurdeniz i Ozen 2009; Rohman i in.
2011a, 2011b, 2012b; Oussama i in. 2012; Yang i Irudayaraj 2001;
Marigheto i in., 1998; Ozen i Mauer 2002; Alam i Hamid 2007;
Manaf i in. 2007; Vlachos i in. 2006

Pochodzenie botaniczne, Lerma-Garcia i in. 2010, Lankmayr i in. 2004, Javidnia i in. 2013

geograficzne i klasyfikacja

Kontrola zmian jako$ci w procesie Allendorf , Subramanian i Rodriquez-Saona 2012; Guillen i Cabo

ogrzewania i przechowywania 2002; Vlachos i in. 2006; Sinelli i in. 2007; Le Dreau 2009a; Moros i
in. 2009; Pinto i in. 2010; Navarra i in. 2011; Maggio i in. 2011

Identyfikacja i ilosciowe Daugan, Sani, Abdullah 2011

UV-Vis oznaczanie sktadu

Zafalszowania

Pochodzenie botaniczne i
klasyfikacja

Kontrola zmian jakos$ci w procesie
ogrzewania i przechowywania

Torecilla i in. 2010; Downey i in. 2002

Lankmayr i in. 2004

Sikorska i in. 2005d; Ricca i in. 2012

Fluorescencja

Identyfikacja i ilo§ciowe
oznaczanie sktadu

Zafalszowania

Pochodzenie botaniczne,
geograficzne i klasyfikacja

Kontrola zmian jako$ci w procesie
ogrzewania i przechowywania

Sikorska 2008; Kyriakidis i Skarkalis 2000; Zandomeneghi,
Carbonaro i Caffarata 2005; Sikorska i in. 2004; Giungato,
Notarnicola i Colucci 2002; Diaz i in. 2003; Sikorska 2005b, 2005¢

Poulli, Mousdis i Georgiou 2006; Sayago i in. 2007; Guimet, Ferre i

Boque 2005; Kyriakidis i Skarlis 2000; Guimet i in. 2004a; Poulli,

Mousdis i Georgiou 2007; Dupuy i in. 2005; Dankowska i Matecka
2009a

Sikorska i in. 2005; Dupuy i in. 2005; Guimet, Boque i Ferre 2004b

Cheikhousman i in. 2005; Engelsen 1997; Sikorska 2008b; Poulli,
Mousdis i Georgiou 2009; Tena, Garcia-Gonzalez i Aparicio 2009;
Matthaus 2006

Opracowanie wlasne
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2.3.1 Analiza skladu olejow roslinnych

Sktadniki olejow

Oleje roslinne sktadaja si¢ w okoto 95-98% z triacylogliceroli (TAG), ktore sg estrami
zbudowanymi z trzech czasteczek kwasow thuszczowych (KT) i glicerolu oraz z substancji im
towarzyszacych. Wickszo§¢ kwasoéw tluszczowych zwigzana jest w  czasteczkach
triacylogliceroli jednak nieznaczna czg$¢ wystepuje rowniez w postaci wolnych kwasow
thuszczowych. Kwasy tluszczowe zrdznicowane sg pod katem: dlugosci tancucha weglowego,
liczby wigzan podwdjnych, konfiguracji przestrzennej wigzan (Cis-trans) i potozenia wigzan.
Do substancji towarzyszacych, ktore stanowig 2-5% skladu olejow roslinnych zalicza sig:
alkohole, estry, zwigzki fenolowe, sterole, tokoferole, tokotrienole i inne zwiagzki (Cert, Moreda i
Perez-Camino 2000; Harwood i Aparicio 2000; Pijanowki i in. 2000). Sktad oleju zalezy
gtéwnie od rodzaju, jakoSci surowca i jego odmian, oraz warunkéow klimatycznych uprawy
i sposobu otrzymywania (Berganza i in. 2003). Udzial kwasow tluszczowych zarowno w olejach
ttoczonych na zimno jak i poddanych procesom rafinacji nie zmienia si¢ znaczaco, natomiast w
wyniku odkwaszania i odbarwiania nast¢puje zmiana udziatu frakcji nieglicerydowej, ktora
ulega zmniejszeniu. W wyniku rafinacji nastepuje zredukowanie frakcji niezmydlajacej, np.:
tokoferoli, steroli i zwigzkoéw polifenolowych (Kania i in.2004; Verhe i in. 2006).

Oleje roslinne sg bogatym Zrodlem jednonienasyconych kwasow thuszczowych (JNKT)
oraz wielonienasyconych kwasow thuszczowych (WNKT) (Gunstone 2005). Do WNKT
zaliczane sg niezbgdne nienasycone kwasy tluszczowe (NNKT), ktore nie sg syntezowane przez
organizm cztowieka 1 muszg by¢ dostarczane wraz z pozywieniem. Do kwasow tych zalicza sig:
kwas a-linolenowy (ALA, 18:3, n-3), kwas linolowy (LA, 18:2, n-6) oraz kwas y-linolenowy
(GLA, C18:3, n-6) (Achremowicz i Szary-Sworst 2005, Kartowicz-Bodalska i Bodalski 2007).
Olejem zawierajacym znaczne ilosci WNKT jest olej Iniany, ktory zawiera 15,82% kwasu LA
1 56,98% kwasu ALA. Oleje roslinne charakteryzuja si¢ rowniez duzg zawarto$cig kwasu
oleinowego (18:1, n-9). Najwicksza zawarto$cia kwasu oleinowego odznaczaja si¢: olej
z orzechow laskowych (85%), oliwa z oliwek (68%) i olej rzepakowy (45-55%) (Dubois i in.
2007). W przypadku WNKT wazne jest zachowanie odpowiedniej proporcji udzialu kwasow
tluszczowych z rodziny n-6 do n-3. Najbardziej pozadany jest stosunek nie wigkszy niz 5:1, gdyz
wplywa to na prawidtowos¢ przemian metabolicznych w organizmie (Burdge 2006). Najlepszym

stosunkiem tych kwasoéw (2:1) charakteryzuje si¢ olej rzepakowy (Przybylski i in. 2005).
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W olejach poddanych procesom rafinacji mozliwa jest obecnos$¢ izomerow trans kwasow
thuszczowych na poziomie okoto 1% (Gunstone 2005).

Witamina E (tokoferol) jest naturalnym przeciwutleniaczem (wystepujacym w czterech
formach: a, B, vy, 0), wykazujacym zroznicowang aktywno$¢ przeciwutleniajacg (Warner 2005,
Schwartz 2008). Gtowna cechg charakteryzujaca tokoferole jest zdolno$¢ wygaszania
reaktywnych form tlenu oraz wolnych rodnikow. Ilos¢ i sktad tokoferoli zalezny jest od gatunku
oleju. Olej slonecznikowy zawiera znaczne ilosci a-tokoferolu podczas gdy olej sojowy
charakteryzuje si¢ duzg zawartoscig y i 6- tokoferolu (Warner 2005). W oleju z ogdrecznika
lekarskiego dominujacg formg tokoferolowa jest 8- tokoferol, za§ w oliwie z oliwek a-tokoferol.
W wyniku procesu rafinacji nastgpuje zredukowanie tych skladnikow w olejach (Tasan
i Demirci 2005).

W wigkszosci olejow roslinnych glownymi sktadnikami substancji niezmydlajacych
sa sterole, ktorych zawarto$¢ ogdtem wynosi 400-800 mg/100g w zalezno$ci od pochodzenia
botanicznego oleju. W olejach roslinnych glownymi sterolami sg B-sitosterol, stigmasterol,
kampesterol i brassikasterol (Obiedzinska i Waszkiewicz-Robak 2012). W oleju Inianym
zawarto$¢ steroli wynosi okoto 233 mg/100g, w oliwie z oliwek 256 mg/100g, w oleju
stonecznikowym 325 mg/100g za§ w oleju rzepakowym 769 mg/100g (Obiedzinska
I Waszkiewicz-Robak 2012). W wyniku procesu rafinacji z oleju usuni¢te zostaje okoto 17%
steroli.

Barwniki chlorofilowe i1 karotenoidowe wystepuja we wszystkich olejach roslinnych
w ilosciach zaleznych od gatunku oleju oraz od technologii ich produkcji. Karotenoidy
sg zwigzkami polienowymi zbudowanymi z jednostek izoprenoidowych. Substancje te r6znig si¢
migdzy soba stopniem uwodornienia, wystgpowaniem i strukturg form cyklicznych na koncach
tancucha oraz ewentualng obecnoscig funkcyjnych grup tlenowych (Rotkiewicz, Konopka
i Tanska 2002). Gltéwna funkcja karotenoidéw jest hamowanie procesoOw utleniania
fotosensybilizowanego poprzez dezaktywacje tlenu singletowego oraz opoOznienie procesOw
autooksydacyjnych poprzez zmiatanie wolnych rodnikéw (Beutner i in. 2001). Najczesciej
wystepujacymi karotenoidami w olejach roslinnych sa: B-karoten, likopen, y-karoten oraz
a-karoten. Druga grupe barwnikéw lipidowych stanowig chlorofile. Rozréznia si¢ dwie formy
chlorofili: chlorofil a (niebieskozielony) i chlorofil b (zielonozotty). Barwniki chlorofilowe
sg fotosensybilizatorami na $wietle za§ w ciemnosci petnig funkcje przeciwutleniajaca (Beutner
2001; Lanfer-Marquez, Barros i Sinnecker 2005). Pod wplywem dziatania czynnikow

zewnetrznych nastepuje ich rozktad. Do odbarwienia chlorofili przyczyniaja si¢ réwniez
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wodoronadtlenki. W olejach rafinowanych chlorofil wystepuje w sladowych ilo$ciach lub nie ma
go wcale.

Widma olejow uzyskane z zastosowaniem roznych technik spektroskopowych zawieraja
informacje o wilasciwo$ciach fizycznych i chemicznych badanej probki. Widma absorpcji
w zakresie NIR i1 IR mozna skorelowa¢ z zawartoscig kwasow ttuszczowych (Azizian i Kramer
2005), widma VIS wykorzystywane sg w analizie ilosciowej [-karotenu i chlorofili (Daugan,
Sani i Abdullah 2011) a fluorescencja jest wynikiem emisji tokoferoli, chlorofili i zwiazkach
fenolowych (Sikorska 2004).

Spektroskopia oscylacyjna

Moh 1 wspoétautorzy (1999) wykorzystali widma w zakresie MIR do iloSciowego oznaczenia
karotenoidow w oleju palmowym. Zawarto$¢ B-karotenu oznaczona zostata przy wykorzystaniu
chromatografii HPLC. Zmierzone widma poddano chemometrycznej analizie PLS.
Dla analizowanego modelu kalibracyjnego badacze uzyskali dobrg korelacj¢ wybranego zakresu
(976-926 cm™) i zawartosci B-karotenu, o czym $wiadczyta wartoé¢ R? wynoszaca 0,972.
Wartos¢ R? modelu walidacyjnego wynosita 0,951 za§ blad SEP (ang. Standard Error of
Prediction) dla zestawu walidacyjnego wynosit 25,78.

Spektroskopia w zakresie MIR wraz z analizg regresji PLS, wykorzystana zostata przez
Szydlowka-Czerniak (2007) do okreslenia zawarto$ci fosfolipidow w oleju rzepakowym.
Analiza PLS przeprowadzona zostata dla zakresu 1780-860 cm™. Otrzymany model regresji PLS
przyjmowat zaleznos¢ prostoliniowg oraz charakteryzowal si¢ niskim $rednim btedem kalibracji
(SEC) na poziomie 0,77% 1 wysoka wartoscig wspotczynnika R%=0,99.

Widma w zakresie NIR oliw z oliwek extra virgin wykorzystane zostaly przez Galtiera i in.
(2007) do ilosciowej analizy sktadu kwasow thuszczowych i triacylogliceroli. Zawarto$¢ kwasow
tluszczowych 1 triacylogliceroli wyznaczono metodg HPLC a nastepnie skorelowano z widmami
NIR. Do chemometrycznej analizy widm badacze wykorzystali metode PLS, dla ktorej najlepsze
modele przewidywania uzyskali w zakresie 4500-7000 cm™ Iub dla catego widma. Otrzymane
modele dla wigkszo$ci oznaczanych kwasow thuszczowych charakteryzowaty si¢ wzglednymi
btedami przewidywania (REP) mniejszymi niz 10%. Dobra korelacje widm otrzymano réwniez
dla wyznaczonych triacylogliceroli z bledem REP < 10%. Uzyskane wyniki wskazujg
na mozliwo$¢ przewidywania sktadu kwasow thuszczowych 1 triacylogliceroli na podstawie

opracowanego modelu regresji.
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W celu zbadania korelacji miedzy widmami w zakresie MIR i NIR a zawarto$cig kwasow
tluszczowych 1 triacylogliceroli wykorzystano zestaw oliw z oliwek, dla ktorych wykonano
widma w zakresie 4000-600 cm™ dla MIR i 10000-4500 cm™ dla NIR (Dupuy i in. 2010).
Zawarto$¢ kwasow i triacylogliceroli wyznaczona zostala metoda chromatografii cieczowej
(HPLC). Analize przeprowadzono wykorzystujagc metode PLS1 dla pelnego zakresu widm.
Otrzymane modele dla MIR pigciu glownych kwasow thuszczowych, charakteryzowaly sie
nizszym standardowym btgdem przewidywania (SEP) niz modele otrzymane dla NIR. Nastepnie
przeprowadzono analize regresji PLS1 w celu skorelowania widm 2z zawartoscig
triacylogliceroli. Uzyskane wartosci bledow SEP 1 REP byly ponownie nizsze dla widm MIR,
jednak wartos$ci te byly wyzsze niz w modelach otrzymanych dla korelacji widm z kwasami

thuszczowymi .

Spektroskopia elektronowa

Fluorescencja olejoéw roslinnych jest wynikiem obecno$ci zwigzkow z grupy chlorofili, fenoli
1 tokoferoli oraz innych fluoryzujacych skladnikéw, stanowigcych prawdopodobnie produkty
utlenienia (Sikorska 2013). W zalezno$ci od stosowanych procesow produkcyjnych zawartos¢
tych sktadnikow ulega zmianie. W widmach catkowitej 1 synchronicznej fluorescencji olejow
roslinnych obserwuje si¢ pasma pochodzace od emisji chlorofili, tokoferoli 1 zwigzkow
fenolowych (Zadomeneghi i in. 2005; Diaz i in. 2003; Giungato, Notarnicola i Colucci 2002;
Dupuy i in. 2005). W widmach olejow rafinowanych wystepuja pasma pochodzace od tokoferoli
natomiast pasma pochodzace od emisji chlorofili nie sg obserwowane (Sikorska i in. 2005c).

Sikorska 1 wspolautorzy (2005b) wykorzystali widma synchroniczne olejow:
kukurydzianego, sojowego, stonecznikowego, arachidowego oraz oliwy z oliwek do korelacji
z taczng zawartos$cig tokoferoli. Ogdlng zawartos¢ tych zwigzkoéw wyznaczono metoda
chromatografii cieczowej HPLC. W zaleznosci od gatunku oleju zawarto$¢ witaminy E jak
i poszczegblnych tokoferoli byta rozna. Do przewidywania zawartosci witaminy E wykorzystano
analize PLS. Analize¢ przeprowadzono dla widm synchronicznych olejow nierozcienczonych
1 rozcienczonych w n-heksanie, zmierzonych dla AA=10 nm z zastosowaniem réznych geometrii
pomiarowych. Dla wszystkich otrzymanych modeli regresji uzyskano wysoka korelacje
pomiedzy widmami fluorescencji i tagcznym stezeniem tokoferoli.

Na podstawie przegladu literatury mozna wnioskowac, iz mozliwa jest korelacja migdzy
widmami otrzymanymi przy uzyciu réznych technik spektroskopowych a sktadem chemicznym

olejow roslinnych. Wykorzystujac analiz¢ regresji PLS mozna otrzyma¢ model kalibracyjny,
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ktory po odpowiedniej walidacji moze by¢ wykorzystany do ilosciowych oznaczen

odpowiednich zwigzkéw na podstawie pomiaréw widm.

2.3.2. Kontrola procesow oksydacyjnych olejow roslinnych

Procesy utleniania

Oleje roslinne podczas przechowywania poddawane sa dziataniu wielu czynnikow,
powodujacych niekorzystne zmiany fizyczne i chemiczne. Pod wpltywem dziatania tych
czynnikow dochodzi do znaczacych proceséw destrukcyjnych pogarszajacych jakos$¢ tych
produktow (Budzynska-Topolowska i Ziemlanski 1992). Zakres przemian oksydacyjnych
w olejach ro$linnych zalezy od obecnos$ci zwigzkow o charakterze pro-utleniajacym, czynnikow
zewngetrznych (temperatury, dostepu tlenu i $wiatla) oraz rodzaju opakowania (Prescha i in.
2008). Utlenianie, doprowadza do zmian sensorycznych (powstawania nieprzyjemnego smaku
1 zapachu) i strat warto$ci zywieniowej (rozktad NNKT i witamin rozpuszczalnych w ttuszczach)
(Cichosz i Czeczot 2011). Utlenione tluszcze moga takze oddziatywa¢ na produkt prowadzac do
zdegradowania w nim m.in. ryboflawiny lub kwasu askorbinowego (Maszewska i Krygier 2006).
Utlenianie zachodzi¢ moze zarowno pod wplywem $wiatta na drodze autooksydacji lub
utleniania fotosensybilizowanego (Drozdowski 2007).

Swiatto moze zainicjowa¢ utlenianie tlenem singletowym o wyjatkowo wysokiej
reaktywnosci, 1450 razy wigkszej niz tlen tripletowy, w konsekwencji prowadzac do szybszych
procesow fotoutleniania w pordwnaniu z autoutlenianianiem (Tanska 1 Rotkiewicz 2003). Proces
taki nazywany jest fotosensybilizowanym utlenianiem i obejmuje reakcje nienasyconego kwasu
thuszczowego (NKT) z tlenem w obecnosci $wiatta i sensybilizatora (Minkowski 2008).
Sensybilizator przeksztatca tlen w bardziej aktywny stan singletowy, ktory reaguje z podwojnym
wigzaniem NKT, przytaczajac si¢ do wegla i tworzac wodoronadtlenek alkilowy o konfiguracji
trans (Drozdowki 1996).

W olejach przechowywanych w $wietle dziennym obserwuje si¢ intensywne zmniejszenie
zawartosci zwigzkow z grupy chlorofili i tokoferoli (Sikorska 2008a, Caponio i in. 2005).
Chlorofil i produkty jego rozkladu feofityna i feofibrydy, w obecnosci tlenu atmosferycznego
1 $wiatta pelnig rol¢ fotosensybilizatorow tlenu singletowego 10,.

W ciemno$ci gtownym procesem zachodzagcym w olejach roslinnych jest autooksydacja.
Autooksydacja tluszczow polega na przytaczeniu tlenu z powietrza przez nienasycone kwasy

thuszczowe (Hawrysh 1990). Utlenianiu ulegaja zarowno kwasy tluszczowe uwolnione na skutek
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hydrolizy, jak i te wchodzace w skiad triacylogliceroli (Drozdowski 1996). Proces autooksydacji
thuszczow jest wolnorodnikowg reakcja przebiegajaca w trzech etapach: (1) inicjacja podczas,
ktorej tworza si¢ wolne rodniki, (2) propagacja w wyniku, ktorej powstaja rodniki nadtlenkowe,
(3) terminacja, czyli zakonczenie reakcji i tworzenie nierodnikowych produktéw (Kamal-Eldin
i Yanishlieva 2002).

Powstajace w wyniku utleniania wodoronadtlenki sg nietrwatymi produktami i tatwo
ulegaja dalszym przemianom. Pierwszym etapem degradacji wodoronadtlenkow jest rozpad
wigzania migdzy dwoma atomami tlenu. W wyniku tej reakcji powstaja rodniki alkoksylowe
i hydroksylowe. Nastepnie w rodniku aloksylowym rozerwaniu ulega wigzanie mi¢dzy dwoma
weglami po obu stronach rodnika (Nawar 1996). W wyniku reakcji rodnika alkoksylowego
z innymi rodnikami i nowymi czasteczkami substratu thuszczowego powstaja m.in. aldehydy,
ketony, weglowodory, zwigzki hydroksylowe oraz zwiazki cykliczne dimerdéw i1 polimerow
(Budzynska-Topolowska i Ziemlanski 1992).

Oksydatywno-termiczny rozpad nienasyconych kwasow tluszczowych, prowadzacy
do powstawania dimerow, trimerow i tetrametrOw z grupami polarnymi jest wynikiem
ogrzewania ttuszczow w wysokich temperaturach (Drozdowski 1996).

Produkty przemian oksydacyjnych powoduja zmiany sensoryczne tluszczéw oraz
negatywnie wptywaja na zdrowie organizmu ludzkiego (Billek 2000).

Przechowywane produkty spozywcze tatwo ulegajg niekorzystnym zmianom chemicznym
1 fizycznym, co powoduje konieczno$¢ zapewnienia im odpowiedniej 1 skutecznej ochrony.
Zastosowanie wtasciwego opakowania (np. puszki metalowe lub butelki z ciemnego szkla) moze
ograniczy¢ dostep tleniu i §wiatla, przedtuzajac trwatos¢ oleju. Oleje roslinne rozlewane sa
w opakowania kartonowe, w puszki metalowe, w pojemniki z tworzyw sztucznych i szklanych
(Kanavouras 2006). Niestety, standardowe opakowania olejow tj. butelki z tworzyw sztucznych
nie stanowig skutecznej ochrony przed czynnikami zewng¢trznymi (Tanska 1 Rotkiewicz 2003).
Opakowania szklane i metalowe, wedlug niektorych autoréw (Karakasides i Tsimis 2002)
sg rozwigzaniem korzystniejszym niz opakowania z tworzyw sztucznych, poniewaz nie
powoduja przenikania do oleju np. niespolimeryzowanych czasteczek i innych substancji
uzytych do ich wytworzenia: plastyfikatorow, emulgatoréw, wypekiaczy itp. Wykorzystanie
opakowan metalowych i1 Tetra-brik przedtuza dobra jako$¢ olejow poprzez ograniczenie dostgpu
swiatta (Mendez i Falque 2007). Na podstawie przegladu pi$miennictwa mozna stwierdzi¢
iz oleje roslinne powinny by¢ przechowywane w opakowaniach szklanych. To wtasnie w nich

utrzymywaly najdtuzej swoje prawidtowe wilasciwosci fizyczne i chemiczne. W opakowaniach
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z tworzyw sztucznych dochodzito do najwickszych strat jako$ciowych (Caponio 2005; Smyk
2008; Mishra i Sharma 2011; Ullah, Hussain i Sofail 2011; Rababah i in. 2011).

W celu pelnego zrozumienia zmian zachodzacych w czasie przechowywania oraz
czynnikéw je determinujgcych wykonuje si¢ wiele oznaczen. Metody klasyczne, opierajace si¢
na dwoch rodzajach testow: normalnych 1 przyspieszonych, wykorzystywane sa do oceny
stopnia zaawansowania procesoOw utleniania. W tescie normalnym badany olej przechowywany
jest w warunkach zblizonych do warunkéw sklepowych lub domowych i badany jest okresowo.
Testy przyspieszone polegaja na przyspieszonym utlenianiu probki w wyniku stosowania
podwyzszonej temperatury, zwigkszenia powierzchni kontaktu z tlenem i przez naswietlanie
promieniowaniem UV (Szukalska 2003). Jakos¢ olejow poddanych procesom oksydacyjnym
okresla si¢ m.in. poprzez oznaczenie parametrow chemicznych, m.in. liczby nadtlenkowej (LO),
liczby kwasowej (LK), liczby anizydynowej (LA), wyznaczenie wskaznika Totox, liczby
jodowej (LJ) oraz wykorzystujac oceng sensoryczng (Gornas i in. 2005; Wroniak i in. 20063,
2006b; Viekari i Kousaftakis 2007; Tanska i in. 2011).

Dhugi czas oznaczen oraz koszty zwigzane z zakupem odczynnikow i aparatury badawczej
oraz wykonaniem analiz, stanowia przyczyng poszukiwan nowoczesnych technik
instrumentalnych pozwalajacych oceni¢ jako$¢ olejow. W analizie stosuje si¢ migdzy innymi
metody chromatograficzne (Smith, King i Min 2007; Miraliakbari i in. 2008) oraz metody
spektroskopowe: MIR (Russin, van de Voort i Sedman 2003, 2004; Moros i in. 2009; Lerma-
Garcia i in. 2011a) NIR (Marquez i in. 2005; Ogutcu 2012 ), NMR (Guillen i Ruiz 2006),
UV-Vis (Grigoriadou i Tsimidou 2006; Baixauli i in. 2002) i fluorescencj¢ (Ammari i in. 2012a;
Ammari i in. 2012b).

Spektroskopia oscylacyjna

Guillen i Cabo (2002) monitorowali zmiany zachodzace w olejach roslinnych (szafranowym,
stonecznikowym, rzepakowym 1 oliwie z oliwek) poddanych testowi termostatowemu
w temperaturze 70°C przez okres 14 dni bez dostepu $wiatla. Procesy oksydacyjne
monitorowane byly przy pomocy widm w zakresie MIR (4000-500 cm™). Okresowo (co drugi
dzien) oznaczano metodami konwencjonalnymi liczbe nadtlenkowa (LO) i anizydynowa (LA).
Tempo zmian oksydacyjnych byto zréznicowane, najwolniejsze dla oliwy z oliwek, a najszybsze
w oleju szafranowym. Liczba anizydynowa w poréwnaniu do liczby nadtlenkowej zwigkszata
si¢ wolniej, ale bez przerwy nawet po dwodch tygodniach trwania eksperymentu. Nastepnie

Autorzy porownali wyznaczone parametry chemiczne ze zmianami zachodzacymi w widmach.
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Analizujgc widma MIR zauwazono wzrost intensywnosci pasma przy liczbie falowej 3470 em™

pochodzacego od nadtonow wigzan C=0, co $wiadczy o zachodzacych procesach
oksydacyjnych. Powstale pasmo w poblizu 1728 cm™ jest wynikiem przejécia pierwotnych
produktéw utleniania we wtérne. Pasmo to pokrywa si¢ z pasmem pochodzacym od grupy
estrowej (1746 cm™) powodujac spadek jego intensywnosci.

Widma w zakresie MIR z transformacjg Fouriera wykorzystano do kontroli jakosci oleju
kukurydzianego, poddanego procesom ogrzewania i fotoutleniania w zakresie nadfioletu UV.
Badania podzielono na dwa etapy. W pierwszym olej ogrzewany byt w temperaturach: 165
i 245°C przez 30 minut. Nastepnie analizowano widma podczerwieni w zakresie 2962-
2854 cm™, w ktorych zaobserwowano wzrost intensywnosci niektorych pasm w stosunku do
oleju $wiezego. Pasmo pochodzace od drgan grupy C=0O, z maksimum przy liczbie falowe;j
okolo 1746 cm™ uleglo rozszerzeniu w olejach poddanych dzialaniu wysokich temperatur.
W drugim etapie olej kukurydziany wystawiony byt przez 3 godziny na dziatanie
promieniowania UV a nastepnie ogrzewany przez 30 min w temp. 270°C. Pasmo przy liczbie
falowej 3009 cm™ na skutek dzialania promieniowania zmniejszalo swoja intensywnoéé
w funkcji czasu. Znaczacy spadek intensywno$ci odnotowano dla probki zarowno naswietlanej
jak i ogrzewanej, co spowodowane bylo degradacja wigzania podwdjnego cis-olefinowego pod
wplywem zachodzacych procesow oksydacyjnych (Vlachos i in. 2006).

Swiezo$é oliwy z oliwek byta przedmiotem badan Sinelli i in. (2007), ktorzy wykorzystali
chemometryczng analize widm w zakresie MIR do kontroli jako$ci przechowywanych probek
olejow. Analizowano cztery zestawy probek: w pierwszym trzydziesci pi¢¢ probek zbadano
W przeciggu miesigca, byty to oleje swieze, w drugim szesnascie probek przechowywano przez
rok z dostepem $§wiatla, w trzecim probki przechowywane byty przez rok bez dostgpu $wiatla
(szesnascie probek) za$§ w czwartym dwadziescia cztery probki przechowywane byly
W ciemnosci przez dwa lata. Eksperyment prowadzony byt w temperaturze 17-25°C. Autorzy
kontrolowali zmiany zachodzace w olejach metodami klasycznymi, poprzez oznaczanie:
kwasowos$ci 1 liczby nadtlenkowej oraz przy uzyciu parametrow Koz, 1 Kyzg 0znaczanych
spektrofotometrycznie. Wszystkie §wieze oliwy spelnialy wymagania Norm Europejskich.
Jednak po zakonczeniu eksperymentu, niezaleznie od wariantu prowadzonych badan, parametry
okreslajace jako$¢ oliw z oliwek zostaly przekroczone. Na podstawie zmierzonych widm
przeprowadzono wstepng analize PCA oraz analizy klasyfikacyjne przy wykorzystaniu metod:
PLS-DA, LDA i SIMCA. W widmach ATR-MIR widoczne byly zmiany w stosunku do widm
oliw $wiezych. Analiza wstgpna widm przeprowadzona zostala na podstawie metody PCA,

drugiej pochodnej widm dla regionu 4000-550 cm™. Widoczne bylo rozmieszczenie probek
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wzdtuz pierwszej gtownej sktadowej (PC1), ktora opisywata 89% catkowitej zmiennos$ci. Oliwy
$wieze scharakteryzowane byly przez ujemne wartosci PC1, pozostale oleje przez dodatnie.
Ponadto na podstawie drugiej gtéwnej skladowej, opisujacej 5% zmiennosci, udato si¢ odréznicé
probki przechowywane na §wietle przez 12 miesigcy od probek przechowywanych w ciemnosci
przez rok lub dwa lata. Na podstawie analizy regresji PLS-DA (dla wszystkich czterech
wariantow przechowywania) dla drugiej pochodnej widm w zakresie 4000-550 cm™, poprawnie
sklasyfikowano probki swieze i przechowywane. Pierwszy i1 drugi czynnik otrzymanego modelu
analizy LDA, opisywal ponad 90% calkowitej zmiennosci. Wykorzystujac walidacje krzyzowa
udato si¢ sklasyfikowaé ze 100% poprawnoscia oleje §wieze 1 wystawione na dziatanie $wiatla.
Dla olejow przechowywanych w ciemno$ci klasyfikacja byla na poziomie 75% i1 92%
odpowiednio dla oliw przechowywanych przez 12 i 24 miesigce. Dla analizy przeprowadzonej
metoda SIMCA uzyskano prawidtowa klasyfikacje na poziomie 78% dla modelu sktadajacego
si¢ z 4 zestawow i 100% dla modelu skomponowanego z trzech zestawow (oleje $wieze,
przechowywane na $wietle i w ciemnosci).

Wedlug Le Dreau i in. (2009b) spektroskopia absorpcyjna w zakresie MIR
z transformacja Fouriera jest jedng z najbardziej odpowiednich technik wykorzystywanych do
jakosciowej kontroli olejow jadalnych. Spektroskopia MIR zastosowana zostata do kontroli
procesOw starzenia roznych gatunkéw olejow roslinnych: rzepakowego, orzechowego,
stonecznikowego, winogronowego, sojowego, z orzechow laskowych 1 rzepakowego
rafinowanego. Oleje termostatowane byly w temperaturze 130°C przez pigé¢ godzin z dostepem
i bez dostepu tlenu. Widma wykonano w zakresie 4000-400 cm™. W widmach olejow, w ktorych
zastosowano dodatek argonu nie odnotowano rézni¢ w ksztalcie pasm, natomiast w olejach,
w ktorych znajdowato si¢ powietrze roznice byly zauwazalne. W wyniku zachodzacych
proceséOw oksydacyjnych, intensywno$¢ pasma przy liczbie falowej 3008 cm™ ulegta
zmniejszeniu. Ponadto pasmo przy liczbie falowej 3473 cm™ natozylo si¢ na pasmo przy liczbie
falowej 3464 cm™. Utworzone pasmo przypisano pierwotnym produktom utlenienia. Zachodzace
procesy oksydacyjne spowodowaly rowniez powstanie nowego pasma przy liczbie falowej
3535 cm™ na skutek przejscia pierwotnych produktow utlenienia we wtérne. Jak wykazali
Autorzy widma w podczerwieni mogg by¢ z powodzeniem wykorzystywane do $ledzenia zmian
zachodzacych w olejach roslinnych r6znego pochodzenia botanicznego.

Olej stonecznikowy badany przez Morosa i in. (2009) zostat poddany dziataniu wysokich
temperatur: 147, 171 i 189°C przez okres trzydziestu dwoch godzin, w czterech sesjach po osiem
godzin. Dla badanych probek wykonano widma w zakresie MIR, wykorzystujac technike

ostabionego odbicia (ATR). Do analizy chemometrycznej zastosowano analize regresji PLS.
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Zmiany w widmie podczerwieni oleju stonecznikowego poddanego ogrzewaniu przez trzydziesci
dwie godziny w stosunku do oleju §wiezego odnotowano dla rejonow: 3500, 1700, 1300-1200,
1050-800 i 575 cm™, co spowodowane bylo zmianami w jego sktadzie chemicznym. Analize
PLS przeprowadzono dla widm ATR-MIR w calym zakresie spektralnym, wyltaczajgc region
2402-1801 cm™, w ktorym wystepowaty zaktocenia. Analize czastkowych najmniejszych
kwadratow, PLS, wykorzystano do korelacji widm MIR z czasem lub temperaturg ogrzewania.
Dla obu otrzymanych modeli uzyskano dobra korelacj¢ widm z parametrami okres§lajgcymi
warunki eksperymentu, o czym §wiadczyly wartosci R? wynoszace 0.995 dla czasu i 0.994 dla
temperatury ogrzewania. Obliczone btedy pomiaru w obu modelach byty niskie.

Nowa metode kontroli zmian zachodzacych w olejach zaprezentowali w swojej pracy
Pinto i in. (2010). Innowacja ta polegata na podgrzewaniu probek olejow (stonecznikowego,
rzepakowego 1 oliwy z oliwek) bezposrednio na krysztale ATR i wykonaniu widma w zakresie
podstawowej podczerwieni. Oleje ogrzewane byly w temperaturach 130, 150 i 170°C przez
60 minut. Pasma z maksimum przy liczbach falowych: 3008, 985, 970 i 710 cm™ wykorzystano
do monitorowania izomeryzacji cis-trans. Pasmo przy liczbie falowej 3539 cm™ informowato
o tworzeniu wodoronadtlenkow, zas pasma przy 1732 i 1699 cm™ pochodzity od wtérnych
produktow utlenienia. Olej stonecznikowy okazal si¢ najmniej stabilny, najbardziej trwaty
okazat si¢ olej rzepakowy.

Navarra i in. (2011) przeprowadzili eksperyment majacy na celu poréwnanie zmian
oksydacyjnych w oliwach extra virgin poddanych dziataniu trzech réznych zakresow temperatur.
Probki olejow przechowywane byty w temp. 30, 60 i 90°C bez dostepu $wiatla przez trzydziesci
pie¢ dni. Widma MIR w zakresie 4000-400 cm™ wykonano dla probek §wiezych i poddanych
testom termostatowym. Analizujac widma oliw ogrzewanych w najwyzszej temperaturze
zauwazono zmiany w widmie w rejonie 3470-3530 cm™. Zmiany te charakteryzowaly sig
zwigkszeniem intensywnos$ci pasma przy liczbie falowej 3250 cm™ oraz zmniejszeniem przy
3468 cm™. W pozostatych dwoch testach (30 i 60°C) zaobserwowano podobne zjawisko, jednak
intensywnos$¢ pasm byta mniejsza.

Metody spektroskopowe: MIR i VIS wraz z analizg regresji PLS zastosowano do badania
oliw z oliwek poddanych dzialaniu wysokiej temperatury (Maggio i1 in. 2011). Probki
podgrzewano w temperaturze 180°C przez 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut. Nastepnie
wyznaczono parametry fizyko-chemiczne: liczbe nadtlenkowg (LO) i parametry Koz 1 Kazo
w celu monitorowania zmian zachodzacych podczas ogrzewania. Widma podstawowe]
podczerwieni wykonano stosujac technike ATR dla regionu 4000-700 cm™. Wykorzystujac do
analizy regresji PLS caly zakres spektralny MIR Autorzy nie wykazali zadnych znaczacych
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korelacji miedzy czasem ogrzewania a zmianami w widmach. Dla regionu 1296-912 cm™
(w ktorym widoczne byly zmiany w widmie wywotane procesami oksydacyjnymi) uzyskano
dobra korelacje o czym $wiadczyla warto$¢ parametru R?=0,939. Widma VIS wykonano
w zakresie 33000-9000 cm™. Przeprowadzona analiza regresji PLS wykazata korelacje migdzy
widmami a czasem ogrzewania, dla ktorej warto§¢ parametru R? bylta na poziomie 0,997.

Porownaniem widm w zakresie NIR i MIR do oceny jakosci olejéw przeznaczonych do
glebokiego smazeni zajeli si¢ Du in. (2012). Do badan wykorzystano oleje sojowe, ktore
postuzyty do smazenia potraw w temperaturach 120-200°C, w czasie od 2 do 20 min,
w zaleznosci od przygotowywanego dania. Olej w trakcie smazenia pobierany byt do analiz co
3-10 minut. Widma tluszczéw zostaly wykonane w zakresie 4000-400 cm™ dla MIR
i 10000-4000 cm™ dla NIR. Nastepnie wykorzystujac metode PLS skorelowano widma
z parametrami wyznaczonymi doswiadczalnie: liczba nadtlenkowa (LO) 1 zawarto$cig wolnych
kwasow tluszczowych (FFA). W obu zakresach Autorzy uzyskali korelacje dla wartosci liczby
nadtlenkowej oraz widm absorpcji, o czym $wiadczyly wartosci parametrow R?= 0,893 i 0,953
odpowiednio dla widm w MIR i NIR. Réwniez dla zawarto$ci wolnych kwaséw ttuszczowych
otrzymano wysokie wartosci korelacji tego parametru i analizowanych widm, wynoszace 0,954
dla MIR i 0,948 dla NIR.

Yildiz, Wehling i Cuppet (2001) wykorzystali widma NIR do monitorowania stopnia
zaawansowania procesOw oksydacyjnych w oleju sojowym. Liczba nadtlenkowa (LO), liczba
anizydynowa (LA) oraz zawarto$¢ skoniugowanych dienow (SD) zostaty oznaczone ilo$ciowo.
Nastepnie przeprowadzona zOstata analiza regresji PLS pierwszej 1 drugiej pochodnej widm.
Autorzy uzyskali najlepsze rezultaty dla modelu (przewidywania) w zakresie 2200-1100 nm dla
pierwszej pochodnej widm. Otrzymane modele charakteryzowaty si¢ dobra korelacjag widm
I 0znaczonych parametrow. Warto$ci parametrow R%dla LO, LA i SD wynosity odpowiednio
0,99, 0,881 0,95.

W roku 2002 Ci sami Autorzy (Yildiz, Wehling i Cuppet 2002) przeprowadzili analiz¢
regresji PLS w celu skorelowania liczby nadtlenkowej z widmami NIR oleju kukurydzianego
1 sojowego. Zakres liczby nadtlenkowej dla oleju kukurydzianego, ktory uzyskali, wynosit 1,40-
22,29 (meq O/kg) za$ dla oleju sojowego 0,30-23,45 (meq O,/kg). Otrzymane modele kalibracji
I przewidywania oparte na analizie PLS pierwszej pochodnej widm charakteryzowatly si¢
wysokimi warto§ciami R” na poziomie 0,987-0,996. Sredni blad przewidywania (SEP) wynosit
dla oleju kukurydzianego 0,75 (meq O2/kg) a dla oleju sojowego 0,72 (meq O,/kg). Ponadto
w widmach obu gatunkéw olejow Autorzy zaobserwowali zmiany w ksztalcie pasma przy
dhugosci fali 2068 nm.
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Lum, Wheeling i Cuppett (2007) wykorzystali analiz¢ PLS do zbudowania modelu
taczacego zmiany w widmach NIR ze zmianami zawartos$ci wolnych kwasow tluszczowych
1 zwigzkow polarnych w olejach sojowych. Z kolei Armenta i wspotautorzy (2007)
z powodzeniem stosowali analize¢ PLS do korelacji widm w zakresie NIR ze zmianami

hydrolitycznymi i oksydacyjnymi zachodzacymi w oliwie z oliwek i w oleju stonecznikowym.

Spektroskopia elektronowa

Zmiany wlasciwosci oliwy z oliwek w czasie przechowywania z zastosowaniem techniki
spektroskopii absorpcyjnej w UV-Vis badata Sikorska i in. (2005d). Probki oliwy podzielono na
trzy grupy w zaleznosci od odpowiednich warunkéw przechowywania. Do pierwszej grupy
przyporzadkowano oliwe w butelkach ze szkla bezbarwnego, przechowywang bez dostgpu
$wiatla, natomiast do drugiej oliwg w butelkach ze szkta o zabarwieniu zielonym, wystawiong na
dziatanie $wiatta. W trzeciej grupie znalazta si¢ oliwa w butelkach ze szkta bezbarwnego,
eksponowana na $wiatlo. Szkto bezbarwne przepuszczato promieniowanie $wietlne w zakresie
charakterystycznym dla absorpcji karotenoidow i chlorofili, natomiast szklto o barwie zielonej
nie przepuszczalo promieniowania o ditugosci fali ponizej 500 nm. Warunki o$wietleniowe
symulowatly warunki sklepowe. Wszystkie oliwy przechowywane byly przez okres 12 miesiecy.
W widmie absorpcji oliwy z oliwek rozpuszczonej w n-heksanie, zaobserwowano pasmo
w zakresie 450-520 nm, pochodzace od barwnikow karotenoidowych. Pasmo to pokrywato sig
z pasmem absorpcji chlorofilu. W zakresie 650-700 nm wystepowato charakterystyczne pasmo
pochodzace wytacznie od zwigzkoéw chlorofilowych. Dla probek przechowywanych bez dostepu
$wiatta nie zaobserwowano istotnych zmian w widmach absorpcji. Zasadnicze réznice w widmie
zauwazono w probkach przechowywanych w warunkach ekspozycji na $wiatto. Szybki zanik
absorpcji chlorofilu odnotowano dla oliw z oliwek przechowywanych w butelkach ze szkta
bezbarwnego. Ponadto zanikowi absorpcji chlorofilu towarzyszyto pojawienie si¢ nowego pasma
z maksimum przy dtugosci fali 320 nm, pochodzacego prawdopodobnie od produktéw jego
rozkltadu. Roéwniez w pasmie pochodzacym od zwigzkéw karotenoidowych zaobserwowano
spadek absorpciji.

Ricca 1 wspotautorzy (2012) badali zmiany zachodzace w sycylijskich oliwach z oliwek
extra virgin, przechowywanych przez 35 dni w temperaturze 30, 60 i 90°C bez dostepu $wiatta.
W widmie w zakresie UV-Vis (400-750 nm) zespot badawczy zaobserwowat pasma pochodzace
od barwnikow chlorofilowych i karotenoidowych. Pod wptywem ogrzewania nastapit spadek

absorpcji tych zwigzkow. Zmiany te w zalezno$ci od temperatury przebiegaty jednak w ré6znym
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stopniu. W temperaturze 30°C B-karoten ulegt rozkladowi w mniej niz 10% wartosci
poczatkowej. Znaczny spadek absorpcji tego barwnika odnotowano dla temperatur: 60 i 90°C
wynoszacy ponad 80% wartos$ci poczatkowej. Podobne zjawisko dotyczyto chlorofili, ktérych
rozpad przebiegl znacznie szybciej w temperaturze powyzej 60°C. Autorzy zaobserwowali
rowniez wzrost intensywnosci pasma z maksimum przy dtugosci fali 700 nm, co przypisano
powstajacym produktom utlenienia.

Zmiany wlasciwosci tluszczow roslinnych w  trakcie przechowywania badali
Cheikhousman i in. (2005). Zesp6t badawczy przeprowadzit test przyspieszony w temperaturze
170°C w czasie trzech godzin. Zmiany w widmach zostaly skorelowane z parametrami,
okreslajacymi jako$¢ badanych probek, oznaczonymi z zastosowaniem innych metod. Widma
fluorescencji oliw z oliwek extra virgin wykonano w zakresie emisji 330-450 nm w celu
monitorowania zmian w zwigzkach polifenolowych i1 witaminie E. Podczas ogrzewania badacze
zaobserwowali zmniejszenie intensywnosci pasma z maksimum przy dlugos$ci fali 330 nm, ktére
przypisane bylto emisji polifenoli i witaminy E. Pasmo emisji przy dlugosci fali 450 nm zostato
skorelowane z zawartoscia wodoronadtlenkéw wystepujacych w oleju. Nastepnie Autorzy
przeprowadzili analiz¢ regresji PLS, w ktorej widma fluorescencji stanowity zbioér zmiennych
niezaleznych X, za$ zbior zmiennych zaleznych Y stanowily oznaczone wartosci: witaminy E
1 wodoronadtlenkow. Dla analizowanych modeli otrzymano stosunkowo wysokie wartosci
parametru R? swiadczace o dobrej korelacji widm z oznaczonymi parametrami chemicznymi,
okreslajacymi jako$¢ oliw.

Spektroskopie emisyjng do monitorowania zmian zachodzacych w oliwach z oliwek
zastosowata Sikorska 1 in. (2008b). Probki oliwy z oliwek extra virgin przechowywane byty
przez okres 10 miesiecy, w butelkach bezbarwnych oraz zielonych, wystawionych i nie
wystawionych na dzialanie §wiatla. Procesy oksydacyjne kontrolowano przy zastosowaniu widm
calkowitej 1 synchronicznej fluorescencji. Analizujac widma calkowitej fluorescencji olejow
przechowywanych zaobserwowano spadek intensywnosci pasm pochodzacych od chlorofili,
tokoferoli 1 zwigzkow fenolowych, w zalezno$ci od warunkow przechowywania. Dla probek
przechowywanych w ciemno$ci zmiany te byly niewielkie. W probkach eksponowanych na
dziatanie $wiatla odnotowano szybszy spadek intensywnosci odpowiednich pasm oraz
pojawienie si¢ pasma emisji z maksimum wzbudzenia i emisji odpowiednio przy dlugosciach
fali okoto 300 i 400 nm, ktore nie wystepowato w $wiezej oliwie z oliwek. W widmach
synchronicznych fluorescencji réwniez nastgpilo zmniejszenie intensywnos$ci pasm emisji
tokoferoli i chlorofili w stopniu zaleznym od warunkow przechowywania. Ponadto w widmach

synchronicznych dla AA=60 nm, zaobserwowano pojawienie si¢ nowego pasma fluorescencji
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przy dtugosci fali 316 nm, dla probek wystawionych na dziatanie §wiatla, niezaleznie od rodzaju
opakowania. W celu okre$lenia zalezno$ci migdzy widmami badanych olejow a parametrami
okreslajacymi jako§¢ badanych probek, przeprowadzono analiz¢ regresji metoda PLS.
Dla wszystkich otrzymanych modeli uzyskano znaczne korelacje miedzy widmami fluorescencji
a parametrami chemicznymi. Ponadto na podstawie chemometrycznej analizy parametrow
analitycznych 1 widm synchronicznych fluorescencji wykazano zrdznicowany przebieg
procesow utlenienia oliwy przechowywanej w r6znych warunkach.

Poulli i wspotautorzy (2009) wykorzystali widma synchronicznej i catkowitej fluorescencji
wraz z analiza glownych sktadowych (PCA) do kontroli stabilnosci oksydacyjnej rdznych
gatunkéw oliw z oliwek: extra virgin, virgin i z wytlokdw. Badane oliwy z oliwek zostaty
poddane dziataniu promieniowania UV oraz temperatury (80°C) przez okres 12 godzin. Zmiany
zachodzace podczas przechowywania monitorowane byly poprzez oznaczenie parametrow
fizyko-chemicznych, tj. liczby nadtlenkowej i liczby anizydynowej. Parametry te wykorzystane
zostalty do korelacji z otrzymanymi widmami. Widma synchroniczne zostaly zmierzone
w zakresie 250-720 nm dla AX od 20 do 120 nm. Analizujac widma synchroniczne fluorescencji
olejow Autorzy wykazali, ze we wszystkich gatunkach oliwy z oliwek wystepuja pasma
w zakresie 550-700 nm pochodzace od emisji grup chlorofilowych. Pasma te byly najbardziej
intensywne dla oliw z oliwek extra virgin za$§ najmniej intensywne dla oliw
z wytlokéw. W oliwach z oliwek extra virgin obserwowane byto pasmo w zakresie 300-330 nm,
ktorego intensywnos$¢ malata wraz ze wzrostem czasu przechowywania. Pasmo w zakresie 350-
550 nm w odrdznieniu do poprzedniego, zwigkszato intensywnos$¢ podczas ogrzewania. Oliwy
z oliwek (typu virgin) posiadaly pasmo w rejonie 300-370 nm, ktérego intensywnos$¢ malata
podczas przechowywania i pasmo w przedziale 370-550 nm, ktorego intensywno$¢ wzrastata.
Dla oliw z wyttokéw obserwowano pasmo w zakresie 350-550 nm, ktdre systematycznie malato,
a po szostej godzinie ogrzewania nastgpil niewielki wzrost intensywnosci. Otrzymane widma
catkowitej fluorescencji dostarczyly rowniez informacje na temat zmian wywotanych procesami
oksydacyjnymi w oliwach. Zastosowana analiza giléwnych sktadowych, PCA, umozliwita nie
tylko rozréznienie poszczegdlnych gatunkéw oliw, ale rowniez pozwolita na przypisanie
probkom odpowiednich czaséw przechowywania.

Wplyw wysokiej temperatury na jako$¢ oliwy z oliwek byta przedmiotem badan Teny i
wspotautorow (2009). Probki ttuszczow ogrzewane byly w temperaturze 190°C przez 94 godziny
(po osiem godzin dziennie). W widmach synchronicznych fluorescencji w zakresie 390-630 nm
zaobserwowano iz intensywno$¢ pasma w przedziale 290-400 nm ulega stopniowemu

zmniejszeniu podczas ogrzewania. Ponadto pasmo z maksimum w zakresie 350-360 nm uleglo
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przesunieciu do okoto 420-440 nm. Zmiany w widmach, jak wykazali Autorzy, spowodowane
byty rozktadem tokoferoli i fenoli oraz tworzeniem wtornych produktow utlenienia.

Procesy termooksydacyjne zachodzace w olejach roslinnych podczas smazenia wywotuja
szereg zmian w ich skfadzie chemicznym co wptywa na jako$¢ oleju i produktow na nim
smazonych (Matthdus 2006). Trwalos¢ oliwy z oliwek wykorzystanej do smazenia
w temperaturze 190°C badali Tena, Aparicio i Garcia-Gonzalez (2012). Zamiany zachodzace
w tluszczu kontrolowano przy pomocy widm wzbudzenia-emisji wykonanych w zakresach:
Awzb= 250-298 nm i Agn= 300-700 nm. Ponadto przeprowadzono analize tych widm metoda
réwnolegtej analizy czynnikowej (PARAFAC). Metoda ta umozliwita analiz¢ ukrytej struktury
widma, ktora pozwolita okresli¢ profile wzbudzenia i emisji dla poszczegdlnych sktadnikow
oraz ich wzgledny udzial. Optymalny model uzyskano dla trzech czynnikow. We wszystkich
modelach widoczne bylo pasmo przy dtugosci fali 675 nm pochodzace od emisji chlorofilu.
Pierwszy skladnik charakteryzowal si¢ pasmem emisji z maksimum przy okoto 525 nm
przypisanym produktom utlenienia. Pasmo to bylo nieobecne w emisji drugiego sktadnika za$
W emisji trzeciego, jego intensywnos¢ byta nizsza. Emisja drugiego sktadnika charakteryzowata
si¢ dlugofalowym pasmem w zakresie 650-700 nm, ktére odpowiadato emisji chlorofilu.
W sktadniku trzecim pojawilo si¢ charakterystyczne pasmo z maksimum przy dtugosci fali 350
nm, ktore bylo nieobecne w pozostalych dwoch sktadnikach, a ktore przypisuje si¢ emisji
tokoferolu i zwigzkom fenolowym. Poréwnanie widm emisyjnych odpowiednich zwigzkow wraz
z profilami emisji pozwolitlo na rozdzielenie emisji tych zwigzkow, a nastgpnie na ich
poréwnanie z wynikiem przeprowadzonej analizy chemicznej sktadu oleju.

Na podstawie przegladu bibliograficznego mozna stwierdzi¢, ze metody spektroskopowe
moga zosta¢ wykorzystane do kontroli zmian witasciwosci olejow roslinnych w wyniku
utleniania. Zmiany intensywnosci w poszczegdlnych pasmach charakterystycznych dla
odpowiednich zwiazkdéw, oraz pojawianie si¢ nowych pasm stanowi wskaznik przemian
zachodzacych w produkcie. Zmiany te, jak wynika z literatury, skorelowane sg iloSciowo
z parametrami analitycznymi opisujgcymi jakos$¢ olejow. Chemometryczna analiza widm
spektroskopowych ujawnita rézny przebieg utlenienia olejow w zalezno$ci od rodzaju

opakowania i warunkéw przechowywania.
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2.3.3. Potwierdzenie autentycznos$ci i wykrywanie zafalszowan olejow roslinnych

Problem zafatszowan olejow roslinnych

Zgodnie z ustawodawstwem polskim (Dz. U. z 2006 r.) za zafalszowany $rodek spozywczy
uwaza si¢ taki, ktérego sktad lub inne wtasciwosci zmieniono, a o ktérych konsument nie zostat
poinformowany. Termin ten okresla rowniez te $rodki spozywcze, w ktorych wprowadzone
zmiany majg na celu ukrycie rzeczywistego sktadu lub innych wlasciwosci.

Zafalszowaniu moze podlega¢ wigkszo$¢ produktow spozywczych, w tym napoje
alkoholowe, soki owocowe i ich koncentraty, produkty migsne i mleczarskie, thuszcze, oleje
ro§linne 1 wiele innych. Najczestsza przyczyng falszerstw jest che¢ zysku, wzrost
konkurencyjnosci cenowej danego produktu, a takze che¢ ukrycia niedostatecznej jakosci czy
btedow w trakcie procesu technologicznego (Targonski 2005). Obecnie jako$¢ artykutow
spozywczych kontrolujg stuzby nadzoru sanitarnego i instytucje naukowo-badawcze (Sawicki
2009). W Polsce takim organem jest Inspekcja Jakosci Handlowej Artykulow
Rolno-Spozywczych, utworzona na mocy ustawy z dnia 21 grudnia 2000 roku (Dz.U. z 2001 r.)
a funkcjonujagca od 1 stycznia 2003 roku. Z nieuczciwymi producentami walcza takze
Panstwowa Inspekcja Sanitarna, Inspekcja Handlowa, Sanepid oraz Urzad Ochrony Konkurencji
1 Konsumentow.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost spozycia olejow jadalnych ttoczonych na zimno.
Przyczynia si¢ do tego poglad, Zze oleje te sa uwazane za bardziej ,,naturalne” niz te poddane
procesom przetworczym takim jak: ekstrakcja rozpuszczalnikiem, bielenie, neutralizacja,
dezodoryzacja i rafinacja. Przewaznie wydajno$¢ procesu tloczenia oleju jest mniejsza niz
podczas produkcji olejow rafinowanych, a ponadto wymagania surowcowe sa wyzsze, aby
zapewni¢ im odpowiednig trwato$¢. Stad 1 wyzsza cena takich olejow. Produkty te staly sie, wigc
celem dla nieuczciwych przedsiebiorcow, ktoérzy mieszajg je z tanszymi olejami aby uzyskaé
korzysci ekonomiczne (Obiedzinska i Waszkiewicz-Robak 2012).

Szczegolne miejsce wsrdd olejow roslinnych w Europie zajmuje oliwa z oliwek extra
virgin. Posiada ona najwyzsza jako$¢ sposrod olejow produkowanych z owocow oliwek, jest
réwniez najdrozsza 1 czgsto falszowana. Przedmiot zafalszowan stanowig réwniez oliwy
uzyskiwane z wybranych odmian oliwek lub produkowane w wybranych regionach, objcte
,,chroniong nazwg pochodzenia” (ang. Protected Designation of Origin, PDO). W stosunku do
réznych rodzajéw oliwy ustanowiono w Unii Europejskiej bardzo dokladne specyfikacje

jakosciowe w rozporzadzeniu Komisji EWG 2568/91 z 11 lipca 1991 roku, zmienione
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rozporzadzeniem 1989/2003, w celu zabezpieczenia produkcji oliwy wysokiej jakosci,
zapobiegania jej podrabianiu nizszymi jako$ciowo gatunkami i ochrony producentéw oliwy
w krajach cztonkowskich wspolnoty (Wtochy, Hiszpania, Portugalia, Francja i Grecja). Wedtug
Obiedzinskiej i Waszkiewicz-Robak (2012) podobne rozwigzania powinny dotyczy¢ olejow
tloczonych na zimno, w celu zapewnienia konsumenta o ich pochodzeniu, sktadzie i zgodnosci
z deklaracjami prozdrowotnymi.
W przypadku olejéow jadalnych i tlhuszcz6w mamy zazwyczaj do czynienia przede
wszystkim z dwoma rodzajami zafatszowan:
e zafalszowanie ekonomiczne (zwigzane z dodatkiem tanszego oleju do produktu wysokiej
wartosci),

e podrabianie miejsca geograficznego pochodzenia produktu.

Tradycyjne metody oceny jakosci 1 autentycznosci olejow roslinnych polegaja
na okresleniu wybranych wtasciwos$ci fizycznych lub chemicznych i poréwnaniu uzyskanych
warto$ci z oficjalnie ustalonymi limitami. Metody te jednak nie umozliwiaja wykrycia
wszystkich rodzajow zafalszowan. Z tego wzgledu opracowanie metod wykrywania zafatszowan
I oceny autentycznos$ci thuszczow roslinnych jest przedmiotem intensywnych badan. Stosuje si¢
w tym celu m.in. metody chemiczne i instrumentalne (Arvanitoyannis i Vlachos 2007).
Do instrumentalnych metod wykrywania zafalszowan wykorzystuje si¢ techniki
chromatograficzne (Aparicio i Aparicio-Ruiz 2000; Lerma-Garcia i in. 2011b; Bosque-Sendra
i in. 2012), spektrometryczne MS (Catharino i in. 2005; Lay i in. 2006; Lerma-Garcia i in. 2008)
oraz spektroskopowe: NMR (Vigli i in. 2003; Garcia-Gonzalez i in. 2004; Dais i Spyros 2007),
NIR (Hourant i in. 2000; Ozdemir i in. 2007; Ozturk i in. 2010), IR (Ozen i Mauer 2002; Alam
i Hamid 2007; Manaf i in. 2007), UV-Vis (Torrecilla i in. 2010; Downey, Mclintyre i Davier
2002) oraz fluorescencje (Kyriakidis i Skarlis 2000; Guimet i in. 2004a; Sikorska 2012). Metody
spektroskopowe z powodzeniem wykorzystywane sa m.in. do okreslania geograficznego
pochodzenia oliw, identyfikacji botanicznego pochodzenia olejow i wykrywania zafalszowan
(Rabiei i Enferadi 2012).

Spektroskopia oscylacyjna

Tay i in. (2002) udowodnili, ze widma olejow w zakresie MIR, zmierzone uzywajac techniki
ATR mogg by¢ stosowane w badaniu autentycznosci oliwy z oliwek. Autorzy przeprowadzili

eksperyment majacy na celu wykrycie dodatku oleju stonecznikowego w oliwie extra virgin.
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W obszarze daktyloskopowym widoczne byty roznice miedzy badanymi prébkami, objawiajace
si¢ rozng intensywnoscig 1 ksztattem pasm. Do klasyfikacji wykorzystano analizg
dyskryminacyjna (DA) dla regionu 3100-2800 cm™ oraz 1800-900 cm™. Wykorzystujac
otrzymany model sklasyfikowano probki ze 100% doktadnoscia. Ponadto mozliwe byto
wykrycie zafalszowania juz na poziomie 20 ml/dm®. Do analizy regresji zastosowano metode
PLS, dla ktorej uzyskano dobra korelacje widm i skladu mieszanin olejéw o czym $wiadczyla
warto$é parametru R” = 0,996.

Dodatek oleju stonecznikowego, sojowego, sezamowego i1 kukurydzianego do oliwy extra
virgin byt przedmiotem badan Vlachos i in. (2006). Analizujac widma MIR olejow w zakresie
4000-400 cm™ stwierdzono, ze przesuniete pasmo przy liczbie falowej 3009 cm™ pochodzace od
drgan rozciagajacych wigzania C-H alkenow, §wiadczy o zafalszowaniu oliwy, dla ktérej pasmo
to pojawia si¢ przy liczbie falowej 3006 cm™. Roznice w widmach spowodowane sa WYZSzZ3
zawarto$cig kwasu oleinowego w oliwie z oliwek. Limity detekcji dla mieszanin oliwy z olejem
kukurydzianym lub sezamowym wyniosty 9%, za$§ dla mieszanin oliwy z olejem
stonecznikowym 1 sojowym 6%.

Gurdeniz i Ozen (2009) wykorzystali spektroskopi¢ absorpcyjna w zakresie MIR do
wykrywania 1 przewidywania zawarto$ci dodatku falszujacego w oliwie z oliwek. Do wstepnej
analizy widm zastosowano metode PCA. Analiz¢ klasyfikacyjng przeprowadzono
z zastosowaniem metod: SIMCA i PLS-DA. Uzyskano 5% limity detekcji dla oliw z dodatkiem
oleju bawelianego lub rzepakowego lub kukurydziano-stonecznikowego. Analiz¢ regresji PLS
przeprowadzono dla widm podstawowej podczerwieni i dla stezen probek w zakresie 2-20% v/v.
Zawartos¢ dodatku falszujacego w badanych mieszaninach oznaczono z btedami 1,04, 1,32
i 1,4 % odpowiednio dla oliwy z olejem: kukurydziano-stonecznikowym, bawelnianym
i rzepakowym. Ponadto stosujac metod¢ PLS-DA wykazano mozliwos¢ wykrywania
zafalszowania niezaleznie od rodzaju dodanego oleju z limitem detekcji wynoszacym 10%.

Oleje: rzepakowy, z orzecha laskowego, stonecznikowy o wysokiej zawartosci kwasu
oleinowego, stonecznikowy o wysokiej zawartosci kwasu linolenowego i oliwa z wytlokow
postuzyty do zafalszowania oliwy extra virgin (Maggio i in. 2010). Mieszaniny olejow
przygotowano w stezeniach: 40, 30, 20, 10 i 5% (v/v) oleju fatszujacego. Dla analizowanych
modeli PLS otrzymano dobra korelacje widm w zakresie MIR i sktadu mieszanin. Warto$¢
parametru R? wynosita 0,94, 0,99, 0,93, 0,97 i 0,96 odpowiednio dla mieszaniny oliwy extra
virgin z olejem stonecznikowym o wysokiej zawarto$ci kwasu oleinowego, z rzepakowym,
z orzechow laskowych, z wytlokéw 1 ze stonecznikowym zawierajacym wysoka zawarto$¢

kwasu linolenowego. Wzgledny blad przewidywania (ang. relative error of prediction) miescit
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si¢ w przedziale 1,13-20,8 % 1 byt najnizszy dla mieszaniny oliwy extra virgin z olejem
rzepakowym a najwyzszy dla mieszaniny z olejem stonecznikowym o wysokiej zawartos$ci
kwasu oleinowego.

Lerma Garcia i in. (2010) wykorzystali widma MIR wraz z chemometryczng analizg
do badania autentycznosci oliwy z oliwek oraz do klasyfikacji olejow ze wzgledu na ich gatunek.
Do badan wykorzystano oliwe z oliwek extra virgin, olej stonecznikowy, kukurydziany, sojowy
1 z orzecha laskowego. Do klasyfikacji badanych prébek Autorzy wykorzystali metod¢ LDA.
Analize iloSciowa przeprowadzono przy zastosowaniu metody regresji MLR. Dla wszystkich
otrzymanych modeli uzyskano 2% limity detekcji.

Oliwa z oliwek bywa fatszowana poprzez dodatek oleju palmowego (Rohman i Che Man
2010). Mieszaniny przygotowano w stezeniu 1-50% (v/v) a nastgpnie zmierzono widma
w zakresie 4000-650 cm™. Niewielkie roznice w ksztalcie pasma zauwazono przy liczbie falowej
1402 cm™ pochodzacego od drgan zginajacych =C-H oraz w paémie przy liczbie falowej 1030
cm™? pochodzacego od drgan rozciagajacych C-O. Obszar daktyloskopowy 1500-1000 cm™
postuzyt do analizy chemometrycznej z wykorzystaniem metod PLS, PCR i DA. Metody regresji
postuzyty do okreslenia zawarto$ci dodatku falszujacego w oryginalnej oliwie. Otrzymane
modele charakteryzowaty si¢ wysoka wartoscig parametru R? i niskim bledem RMSECV.
Na podstawie metody klasyfikacyjnej pogrupowano bezbtednie probki na oliwy zafalszowane
I nie oryginalne.

Zafalszowanie olejow roslinnych tanszymi olejami badali Rohman i in. (2011a), ktorzy
wykorzystujac widma MIR i metody analizy dyskryminacyjnej (DA) oraz regresji PLS
udowodnili, ze spektroskopia w zakresie MIR moze stuzy¢ do oceny jakosci oleju kokosowego
typu virgin i wykrywania zafatlszowania innymi olejami. Do badan Autorzy wykorzystali olej
kokosowy, stonecznikowy i kukurydziany. Widma zostaly wykonane w zakresie 4000-650 cm™.
Najistotniejsze réznice pomiedzy widmami badanych olejéw widoczne byly dla regionu
3008 cm™ oraz w obszarze tzw. ,odcisku palca” (1500-650 cm™). Przy liczbie falowej
3008 cm™ tylko w oleju kokosowym nie bylo widoczne pasmo. Ponadto w przedziale
1120-1098 cm™ olej kokosowy posiadal tylko jedno maksimum za$ olej stonecznikowy
1 kukurydziany az dwa. Roznice te postuzyly do wykrywania zafalszowan i klasyfikacji
wykorzystujagc przy tym analiz¢ dyskryminacyjng (DA), dla ktérej uzyskano niski btad
klasyfikacji, co oznaczato, ze wszystkie probki zostaty prawidiowo przypisane do odpowiednich
grup. Stosujac analiz¢ PLS uzyskano dobrg korelacje widm 1 sktadu mieszanin olejow.

Rohman i in. (2011b) wykorzystali spektroskopi¢ w zakresie MIR w polaczeniu

z kalibracja wielowymiarowa do analizy dwusktadnikowej mieszaniny tranu 1 oleju

48



kukurydzianego. Widma olejow: tranu i kukurydzianego oraz ich mieszanin wykonano
w zakresie 4000-650 cm™ uzywajac techniki HATR. Analiza regionu daktyloskopowego
pozwolita Autorom stwierdzi¢, ze olej z watroby dorsza posiada pasmo przy liczbie falowej
1397 cm* wywotane drganiami rozciggajagcymi wigzania C-O. W zwiagzku z tym wybrano
do analizy ilosciowej zakres 1480-1375 cm™. Do analizy chemometrycznej zastosowano metod¢
PLS oraz PCR. Dla obu analizowanych modeli (PLS i PCR) uzyskano dobra korelacj¢
wybranego zakresu (1480-1375 cm™) i skladu mieszanin, o czym $wiadczyta wartos¢ R? bliska
1 1 niski btad RMSECV.

Chemometryczng analiz¢ widm podstawowej podczerwieni zastosowali w swojej pracy
Rohman i Che Man (2012b), ktérzy analizowali dodatek oleju z otrgb ryzowych do oliwy
z oliwek typu extra virgin. Otrzymane widma olejow byly zblizone ksztattem, jednak przy
liczbach falowych 3007 cm™ i 1117 cm™ zaobserwowano roéznice w polozeniu pasm, ktore
wykorzystano do dalszych badan. Do analizy wstgpnej wykorzystano metod¢ PCA. Dwie
pierwsze gtéwne sktadowe opisaty 88% zmienno$ci macierzy kalibracyjnej, z czego pierwsza
gtéwna sktadowa (PC1) opisywata 72% zmiennos$ci a druga (PC2) 16%. Klasyfikacji dokonano
stosujac analize dyskryminacyjna (DA) dla zakresow 1200-900 cm™ i 3020-3000 cm™.
Na podstawie otrzymanych modeli pogrupowano oliwe¢ na: oryginalng i poddang fatszerstwu,
ze 100% poprawnoscig. Do ilosciowego przewidywania dodatku falszujacego wykorzystano
analizy regresji: PLS 1 PCR. Dla analizy czastkowych najmniejszych kwadratow warto§¢
parametru R? wynosita 0,993, za$ dla analizy regresji gtéwnych sktadowych wartos¢ ta byta
rowna 0,999. Bledy RMSEP i RMSEC byly wyzsze dla analizy PLS i wynosity odpowiednio
1,34% i 2,15%. Dla analizy PCR bledy te wynosity 0,38% dla RMSEP i 1,8% dla RMSEC.

Ocena autentycznosci oliwy z oliwek extra virgin byta przedmiotem zainteresowan Poiana
i wspotautoréw (2012). Do badan przygotowano mieszaniny oliwy z olejem stonecznikowym
w proporcjach od 5-50% (v/v). Nastepnie wykonano widma w zakresie 4000-500 cm™. Pasmo
przy liczbie falowej 3011 cm™ pochodzace od drgan rozciagajacych C-H wykorzystano
do korelacji miedzy absorbancja przy danej liczbie falowej a procentowym dodatkiem oleju
falszujacego, uzyskujac warto§é parametru R® na poziomie 0,95. Wraz ze wzrostem stezenia
oleju stonecznikowego w oliwie, zaobserwowano wzrost asborbancji pasma przy liczbie falowej
1753 cm™. Autorzy stwierdzili iz pasma przy liczbach falowych 1303 cm™ i 1270 cm™ oraz
w przedziatach 1100-1000 cm® i 900-800 cm™, réwniez moga by¢ wykorzystywane
do przewidywania stopnia zafatszowania.

Mozliwo$¢ zastosowania spektroskopii MIR do wykrywania zafalszowan olejow

ro$linnych badali Zhang i wspotautorzy (2012). Oleje: kukurydziany, orzechowy, rzepakowy
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1 sojowy zostaty zafalszowane poprzez dodatek zuzytego oleju do smazenia. Analiza skupien
zostata wykorzystana do klasyfikacji olejow ze wzgledu na proporcje w jakich zostat dodany olej
falszujacy. Nastepnie przeprowadzono analiz¢ dyskryminacyjng, dla ktorej uzyskano limity
detekcji na poziomie 6,6%, 7,2%, 55% i 3,6%, odpowiednio dla oleju kukurydzianego,
orzechowego, rzepakowego i sojowego.

De la Mata i wspotautorzy (2012) przeprowadzili eksperyment majacy na celu
zastosowanie spektroskopii w zakresie MIR do badania autentycznosci oliwy z oliwek. Do analiz
wykorzystano sto jedenascie probek olejow zakupionych w Hiszpanii, Meksyku i1 Stanach
Zjednoczonych oraz we Wtoszech 1 Francji. Czterdziesci jeden probek stanowily oleje roslinne
(rzepakowe, kukurydziane, Iniane, z winogron, z orzecha, szafranowy, sezamowy, Sojowy,
stonecznikowy 1 wysokooleinowy olej stonecznikowy) pozostale siedemdziesiat oliwy z oliwek
(extra virgin, z wytlokow i rafinowane). Widma olejéw wykonano w technice ATR dla zakresu
3800-600 cm™. Do analizy chemometrycznej wykorzystano region 3588-650 cm™
z pominicciem zakresu od 1870 do 2350 cm™ ze wzgledu na brak charakterystycznych pasm
w tym przedziale. Do analizy podobienstw i réznic migdzy badanymi olejami wykorzystano
hierarchiczng analiz¢ skupien (HCA), ktérej wyniki przedstawiono w postaci dendrogramu.
Zaobserwowano wyrazny podziat na trzy grupy: oleje szafranowe, oliwy i1 pozostale oleje.
W grupie oliw znalazly si¢ jednak cztery probki nie bedace oliwa, byty to dwa oleje orzechowe,
jeden szafranowy 1 jeden stonecznikowy wysokooleinowy. Przyporzadkowanie to, jak stwierdzili
Autorzy, wynikalo ze zblizonych wlasciwosci fizyko-chemicznych tych olejow do oliw z oliwek.
Do wstgpnej analizy wykorzystano metode PCA. Dwie pierwsze gltowne sktadowe opisaty
97,63% zmienno$ci macierzy kalibracyjnej i umozliwily efektowne pogrupowanie probek
w zaleznie od rodzaju oleju. Analizujac otrzymany model zauwazono, iz wszystkie oliwy
z oliwek scharakteryzowane sg przez ujemne wartosci PC1, za$ pozostale oleje przez dodatnie.
Model klasyfikacyjny powstat z wykorzystaniem analizy PLS-DA. Do zestawu kalibracyjnego
wykorzystano dziewigcdziesigt cztery probki, pozostate siedemnascie postuzylo do walidacji
modelu. Wszystkie probki zostaly poprawnie sklasyfikowane. Nastgpnie Autorzy przygotowali
mieszaniny oliw z oliwek z poszczeg6lnymi olejami. Analiza eksploracyjna PCA pozwolila na
wykrycie struktury danych, w ktérych trzy pierwsze glowne sktadowe opisalty 97,95%
zmienno$ci macierzy kalibracyjnej. Mieszaniny, ktore zawieraly niskie zawartosci oliwy
scharakteryzowane byty przez dodatnie wartosci PC1. Ujemne wartosci PC1 posiadaty
mieszaniny, w ktorych zawarto§¢ oliw byla wyzsza niz 50%. Kolejnym krokiem byto
przeprowadzenie analizy klasyfikacyjnej z zastosowaniem analizy PLS-DA. Mieszaniny

podzielono na dwie grupy: zawierajace wigcej 1 mniej niz 50% oliwy. Do kalibracji modelu
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wykorzystano sze$¢dziesigt pie¢ probek, tylko jedna probka zostalta niepoprawnie
sklasyfikowana. Ostatnim etapem badan byla analiza regresji PLS, ktora postuzyta do ilosciowej
analizy mieszaniny olejow roslinnych na podstawie zmierzonych widm. W modelu dla stezenia
oliwy powyzej 70% (v/v) uzyskano wzglednie wysoka warto§¢ wspdlczynnika korelacji (0,734),
ale jednoczesnie wysokg wartos$¢ blgdu RMSECV wynoszaca 14,39%.

Spektroskopia w zakresie MIR wraz z chemometryczng analizg danych zastosowana
zostata do wykrywania i iloSciowego przewidywania dodatku falszujacego do oleju z awokado
(Quinones-Islas i in. 2013). Dodatkiem falszujacym byly oleje rzepakowy, stonecznikowy
i sojowy, ktore postuzyly do otrzymania mieszanin z olejem z awokado (2-50% v/v). Widma
podczerwieni wykonano w zakresie 4000-550 cm™. Metoda SIMCA postuzyta do klasyfikacji
olejow. Wszystkie badane probki zostaly poprawnie sklasyfikowane. Stosujac analiz¢ PLS
wykazano mozliwos$¢ wykrycia zafalszowania z limitem detekcji na poziomie 2%.

Olej kameliowy (Camellia oil) nazywany tez olejem herbacianym, to produkt stosowany
w kulturze azjatyckiej od wielu tysiecy lat. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci stat si¢ celem
zafalszowan (Wang i in. 2006). Autorzy w swojej pracy wykonali widma w zakresie MIR i NIR.
Do analizy wykorzystano region 1132-885 cm™ dla MIR i 6200-5400 cm™ dla NIR. Do wstepnej
analizy widm zastosowano metod¢ PCA. Analizujac otrzymane modele, zaobserwowano
niewielkie roznice pomiedzy probkami. Roznice te wynikaly z wigkszej zawartoSci kwasu
oleinowego w oleju kameliowym oraz z wigkszej zawartosci kwasu linolenowego w oleju
sojowym, ktoéry postuzyt do falszerstwa. Analize klasyfikacyjng przeprowadzono
z zastosowaniem metody SIMCA, uzyskujac poprawa klasyfikacj¢ olejow. Do okreslenia
zawartosci oleju kameliowego w mieszaninach z olejem sojowym zastosowano analiz¢ regresji
PLS. Warto$ci parametru R? wynosity odpowiednio 0,994 dla modelu otrzymanego dla widm
w zakresie MIR oraz 0,992 dla modelu otrzymanego dla widm w zakresie NIR. Obliczono
réwniez btad RMSECYV, ktérego wartos¢ wynosita 0,85% dla MIR 1 1,79% dla NIR.

Francuskie oliwy z oliwek extra virgin pochodzace z RDO (ang. Registered Destination
Origin) badali Dupuy i in. (2010). Osiem gatunkéw oliw zbadano pod katem pochodzenia
geograficznego, wykorzystujac do tego spektroskopie w NIR i MIR. Widma NIR wykonano dla
zakresu 4500-1000 cm™ a widma MIR wykorzystujac technike ATR dla 4000-600 cm™.
W analizie widm w zakresie MIR wykluczono rejon 2650-1900 cm™. Zawartos¢ kwasow
tluszczowych 1 triacylogliceroli, =zostala wyznaczona z  wykorzystaniem metod
chromatograficznych (GC 1 HPLC), a nastepnie skorelowana z widmami w zakresie NIR i MIR.
Model kalibracyjny zawieral dwiescie siedemdziesiat pie¢ probek a model przewidywania sto

trzydziesci siedem. Otrzymany model dla widm w zakresie MIR, zarowno dla kwasow
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tluszczowych jak 1 triacylogliceroli, charakteryzowal si¢ nizszymi wartosciami SEP
(ang. Standard Error of Prediction) niz model otrzymany dla widm w zakresie NIR. Nastepnie
przeprowadzono analiz¢ PLS-DA, ktora postuzyta do klasyfikacji oliw ze wzgledu na
pochodzenie geograficzne. Jak wynikato z badan model otrzymany dla zakresu MIR lepiej
sklasyfikowal probki niz model dla zakresu NIR.

Galtier i in. (2007) zastosowali spektroskopi¢ w zakresie NIR w badaniu autentycznos$ci
oliwy z oliwek. Sto dwadziescia pie¢ probek oliw, pochodzacych z pigciu regiondow
geograficznych Francji, objete byto ,,chroniong nazwa pochodzenia”. Widma NIR wykonane dla
zakresu 10000-4500 cm™ byty zblizone ksztaltem dla wszystkich oliw. W celu zbadania
korelacji migdzy widmami w zakresie NIR a =zawartoScia kwasoéw tluszczowych
1 triacylogliceroli wykorzystano analize regresji PLS. Zawartos¢ kwaséw thuszczowych
i triacylogliceroli wyznaczono metodg chromatografii. Najlepsze wyniki otrzymano dla danych
z przedziatu 7500-4500 cm™ lub dla calego widma. Kolejnym etapem pracy byto wykorzystanie
analizy PCA, ktora dostarczyta informacje o grupowaniu probek w zaleznosci od pochodzenia
geograficznego. Stosujac metode PLS-DA, przeprowadzono klasyfikacje probek. Wykorzystujac
do analizy cate widmo, prawidtowo sklasyfikowano oliwy ze wzglgdu na pochodzenie.

Widma w zakresie NIR pigciuset dwudziestu pigciu mieszanin oliwy extra virgin z olejami
innych gatunkoéw (sojowym, slonecznikowym, kukurydzianym, z orzechow wloskich lub
laskowych) zmierzono w  zakresie 1200-4000 cm™. Przed wykonaniem analiz
chemometrycznych, widma poddane zostaty korekcji MSC (ang. Multiplicative Signal
Correction). Do pogrupowania probek w zaleznosci od gatunku zastosowano analiz¢ PCA.
Dla mieszanin opracowano pi¢¢ modeli regresji PLS, w zaleznos$ci od uzytego do falszerstwa
oleju. Dla otrzymanych modeli uzyskano limity detekcji na poziomie 0,57, 1,32, 0,96, 0,56
1 0,57% (v/v) odpowiednio dla oleju kukurydzianego, stonecznikowego, sojowego, z orzechow
wloskich 1 laskowych. Dodatkowo na podstawie modelu PCA pogrupowano nieznane
mieszaniny oliwy z substancjami fatszujacymi z prawie 100% zgodnoscig (Christy 2004).

Delgadillo i wspotautorzy (2012) udowodnili, ze spektroskopia NIR w potaczeniu z analizg
chemometryczng: PCA i PLS1, moze by¢ wykorzystywana do wykrywania zafatszowan oliwy
z oliwek oraz do przewidywania sktadu procentowego mieszanin olejow. Mieszaniny oliwy
extra virgin z olejami: stonecznikowym, sojowym, kukurydzianym i oliwg rafinowana,
przygotowano przez dodanie od 5 do 95 ml oleju falszujgcego. Nastepnie przygotowano
po osiem probek dla kazdej mieszaniny, ktore postuzyly jako zestaw testowy. Widma zstaty
zmierzone w zakresie 10000-4500 cm™. Do analizy PCA wykorzystano widma po korekcji SNV
(ang. Standard Normal Variate) z przedziatu 6100-4500 cm™. Analiza PCA badanych probek
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ujawnita grupowanie wzdhuz osi PC1 w zaleznosci od gatunku oleju znajdujacego si¢
w mieszaninie. Mieszaniny, ktore zawieraly wigksze stezenia oliwy w skladzie,
scharakteryzowane byly przez dodatnie wartosci PC1 za§ pozostale probki przez ujemne.
Na podstawie analizy wykresu tadunkéw dla PC1 stwierdzono, ze pasma przy liczbie falowej
4596, 4668, 4704, 5880 i 6024 cm™ sg skorelowane z zawartoscig oliwy w mieszaninie.
Do dalszej analizy zastosowano metodg regresji czastkowych najmniejszych kwadratow (PLS),
dla ktorej uzyskano limity detekcji na poziomie 2%.

Sztuczne sieci neuronowe 1 analiza regresji logistycznej w polaczeniu z bliska
podczerwienig zostaly skutecznie wykorzystane do rozrdéznienia oliw z oliwek typu virgin
pochodzacych z sgsiadujgcych ze sobg regionéw Hiszpanii (Bertrand i in. 2000).

Zafalszowanie oliwy extra virgin oliwg z wyttokow bylo przedmiotem badan Yang-a i in.
(2001). W tym celu Autorzy wykorzystali metody spektroskopowe: MIR, NIR i Ramana.
Stezenie oliwy z wytlok6w w mieszaninie z oliwg extra virgin wynosito od 0% do 100%
w przedziatach 5%. Do analizy chemometrycznej zastosowano metode regresji PLS, dla ktorej
uzyskano dobrg korelacj¢ widm i sktadu mieszanin olejéw o czym $§wiadczyta warto§¢ parametru
R? modelu przewidywania wynoszaca odpowiednio 0,990, 0,990 i 0,997 dla MIR, NIR
i Ramana. Najnizszy btad przewidywania (SEP) wynosit 1,72% dla widm Raman, dla widm
w zakresie MIR i NIR btad ten przyjmowatl wartosci 6,51% i 3,27%.

Klasyfikacja oliw z oliwek extra virgin, olejow roslinnych (kukurydzianych, orzechowych,
rzepakowych, sojowych, szafranowych i kokosowych) i thuszczéw zwierzecych (olej z watroby
dorsza, masto i smalec) zajeli si¢ Yang, Irudayaraj i Paradkar (2005). Widma MIR olejow
zostaly wykonane w zakresie 4000-400 cm™ stosujac technike ATR. Widma NIR wykonano dla
zakresu 8000-800 cm™ za$ dla spektroskopii Ramana z transformacja Fouriera w przedziale
3700-400 cm™. Wstepna analize przeprowadzono przy zastosowaniu metody PCA.
Do klasyfikacji wykorzystano dwie metody: LDA i CVA (ang. Canonical Variate Analysis).
Najskuteczniejszg doktadnos¢ klasyfikacji we wszystkich metodach spektroskopowych
otrzymano stosujac analize CVA. Dla widm MIR wynosila ona 98%, dla Ramana 94% zas dla
NIR 93%.

Dwiescie osiemdziesigt mieszanin oliwy z oliwek z olejem kukurydzianym (n=70),
sojowym (n=70), stonecznikowym (n=70) i z orzecha laskowego (n=70), zostato
przygotowanych i zmierzonych w zakresie 12000-4550 cm™. Nastepnie przeprowadzono analize
klasyfikacyjng przy uzyciu analizy PLS-DA oraz ilo$ciowe oznaczenie sktadu mieszanin

z wykorzystaniem metody PLS. Probki olejow zostaty poprawnie sklasyfikowane otrzymujac
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doktadno$¢ klasyfikacji na poziomie 96,7-100%. W analizie ilosciowej Sredni biad
przewidywania wynosit mniej niz 1,05% (Kasemsumran i in. 2005).

Analiza PLS i PCA w polaczeniu ze spektroskopiag w NIR, zostaly wykorzystane m.in. do
okreslenia zafalszowan oliwy z oliwek olejami kukurydzianym i stonecznikowym. Stopien
zafalszowania zostal okreslony na podstawie analizy PLS pierwszej pochodnej widm w obszarze
1108-2200 nm. Prawidlowy wynik uzyskano dla 98% probek, a prognozowanie rodzaju
zafalszowan zostalo wykonane z 75% zgodno$ciag. Ten sam zespdt badaczy, wykorzystat
podobng procedur¢ do badania zafalszowan oliwy extra virgin olejem slonecznikowym,
rzepakowym i sojowym. Wyniki tych badan dowodzg ze w przedziale 5-100% zafalszowania
uzyskano wzgledne odchylenie standardowe wewngtrznej kalibracji krzyzowej rowne 0,9%
i wzgledne odchylenie standardowe zewngtrznej kalibracji krzyzowej na poziomie 2,77%
(Armenta i in. 2010).

Spektroskopi¢ w zakresie NIR, MIR i UV-Vis do klasyfikacji olejow z pestek dyni,
zastosowali Lankmayr i in. (2004). Celem badan byta analiza widm ro6znych olejow z pestek
dyni wraz z ich oceng sensoryczng i analizg chemometryczng. Autorzy przeprowadzili analizg
klasyfikacyjna stosujac metod¢ LDA dla najbardziej popularnych austriackich olejow z pestek
dyni. Pomiary wykonano w zakresach: 3074-1001 cm™ dla MIR, 1001-3074 cm™ dla NIR i 250-
700 nm dla UV-Vis. Analizujac widma MIR ustalono, ze dla badanych olejow wystepuje wazny
region w przedziale 2320-2390 cm™, w ktorym pasma dwoch dobrych jako$ciowo olejow roznity
si¢ od tych stabej jakosci. Widma MIR olejéow, ktore spelnialy kryteria jakosciowe
charakteryzowaly si¢ wyzsza intensywnos$cia pasma przy liczbie falowej 2358 cm™ niz przy
liczbie falowej 2337 cm™. Podobna zalezno$¢ zaobserwowano w widmie UV-Vis, gdzie
intensywnos$¢ pasma w zakresie 578-602 nm pozwolita rozr6zni¢ oleje lepszej jakosci. Proporcje
te byly podstawa do klasyfikacji olejéw. Analiza chemometryczna polegata na utworzeniu
modelu, ktéry pozwolil na pogrupowanie olejow na dwie lub trzy grupy w zaleznoéci od jakosci
sensoryczne] ocenionej przez panel ekspertow. Opracowane modele pozwolily przewidzie¢
kategori¢ dotychczas niesklasyfikowanych probek oleju. Pierwszy model dotyczyl podziatu
na dwie grupy, oleje zostawaly przyjete jako dopuszczalne lub niedopuszczalne. W modelu tym
udato si¢ poprawnie sklasyfikowa¢ wszystkie probki na podstawie widm z zakresu UV-Vis
i NIR. Dla widm z zakresu MIR stosujac ten model sklasyfikowano poprawnie probki w 98,8%.
Drugi model dotyczyt trzech kategorii: oleje spetniajace wszystkie wymagania jakoSciowe, oleje
dobre jako$ciowo i takie, ktore byty nicakceptowalne. Na podstawie tego modelu, niezaleznie od
zastosowanej techniki pomiarowej, wszystkie probki zostaty poprawnie przydzielone do swoje;j

klasy.
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Spektroskopia elektronowa

Analiza PLS-DA, FDA i kNN zostaty wykorzystane do badania greckich oliw z oliwek. Widma
olejow zostaty wykonane w zakresie widzialnym (750-400 nm) i w bliskiej podczerwieni (2498-
1100 nm). Do badan wykorzystano ponadto rejon 2498-400 nm, ktory byl polaczeniem zakresu
Vis 1 NIR. Najlepsze rezultaty klasyfikacji otrzymano dla modelu przy wykorzystaniu analizy
FDA dla ,,potaczonych” widm, uzyskujac przyporzadkowanie probek do odpowiednich grup
na poziomie 93,9% (Downey, Mclintyre i Davier 2002).

Oznaczanie absorbancji w nadfiolecie (w celu wyznaczenia parametrow Koz, 1 Kyzo) jest
jedna z podstawowych metod klasyfikacji i oceny jako$ci oliw z oliwek. Probki oliw z oliwek
typu: extra virgin, rafinowanych, z wyttokow z oliwek, oraz olejow roslinnych: sojowego,
stonecznikowego i rzepakowego jak rowniez sporzadzone przy ich wykorzystaniu mieszaniny
analizowano metoda spektrofotometrycznych pomiaréw absorpcji w UV (Dankowska 2009b).
Otrzymane widma réznity si¢ miedzy soba w catym zakresie pomiarowym a w szczego6lnosci
przy dlugosciach fal 232 i 270 nm, co zwigzane bylo ze zwigkszong zawarto$cig
skoniugowanych dien6éw 1 trienow.

Zastosowanie zakresu UV w przedziale 310-320 nm do analizy mieszanin oliwy z oliwg
gorszej jakosci pozwala na wykrycie dodatku oliwy rafinowanej do oliwy z oliwek extra virgin
z pierwszego tloczenia na poziomie 5%. Badanie widm absorpcji w rejonie 315 nm umozliwito
rozroznienie oliwy ekstra virgin, rafinowanej oliwy z oliwek, oliwy z wyttokéw 1 olejow
z nasion (Dankowska, 2009b).

Spektrofluorymetria jest kolejng metodg wykorzystywana do réznicowania olejow oraz
do wykrywania ich ewentualnych zafatszowan.

Scott 1 in. (2003) wykorzystali widma catkowitej luminescencji czterech roéznych
gatunkéw olejow: oliwy z oliwek extra virgin, oliwy z oliwek, stonecznikowego i rzepakowego.
Widma nierozcienczonych olejow zmierzono w zakresie Ay, = 400-720 nm w 10 nm odstepach,
za$ zakres emisji wynosit 400-720 nm w 5 nm odstepach. Do klasyfikacji olejoéw wykorzystano
analiz¢ sztucznych sieci neuronowych (ANN, ang. Adaptive Network Algorithms), na podstawie
ktorej sklasyfikowano probki ze 100% zgodnoscia.

Zwigkszenie selektywnosci metod fluorescencyjnych mozna uzyska¢ przez wykonanie
synchronicznego pomiaru widm fluorescencji. Metoda ta zostata zastosowana w pracy Sikorskiej
i in. (2003). Widma synchroniczne fluorescencji olejow: rzepakowego tloczonego na zimno
i rafinowanego, sojowego, kukurydzianego, Inianego i oliwy z oliwek, wykonano w zakresie
250-700 nm dla wartosci AA=10, 20, 30, 40, 50 i 60 nm. Autorzy stwierdzili, ze w pomiarach
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synchronicznych fluorescencji kluczowym elementem jest wybor odpowiedniej réznicy miedzy
dhugosciami fali emisji i wzbudzenia (AL), dla jakiej rejestrowane jest widmo.

W literaturze dotyczacej wykrywania zafalszowan olejow mozna spotkaé sie
Z zastosowaniem pomiaru catkowitej fluorescencji, polegajacej na rejestracji widm emisyjnych
przy roznych dlugo$ciach fali promieniowania wzbudzajacego. Guimet 1 wspotautorzy (2004b)
zastosowali hierarchiczng analiz¢ skupien (ang. Hierarchical Agglomerative Clustering)
do analizy widm catkowitej fluorescencji hiszpanskich oliw z oliwek: virgin, rafinowanej
i z wytlokow. Widma wykonano wykorzystujac fluorescencj¢ wzbudzenia-emisji w zakresie
AMzb = 300400 nm i Aem = 400-600 nm.

Widma catkowitej luminescencji i synchronicznej fluorescencji zostalty wykorzystane
w odniesieniu do olejow roslinnych réznego pochodzenia botanicznego (Sikorska 2005a).
Do badan wykorzystano oleje: sojowy, stonecznikowy, rzepakowy, arachidowy, winogronowy,
Iniany, kukurydziany 1 oliwe z oliwek. W widmach catkowitej luminescencji olejow
rozcienczonych w n-heksanie zaobserwowano intensywne pasmo przy dlugosci 290 nm dla
wzbudzenia 1 320 nm dla emisji, zwigzane z wystgpowaniem tokoferoli. Niektore oleje
charakteryzowaty si¢ wystepowaniem pasma przy Awzp= 405 nm i Aen= 670 nm, ktore pochodzito
od grup chlorofilowych. W zakresie posrednim, dla niektorych olejow, ujawnialy si¢ pasma
pochodzace od niezidentyfikowanych zwigzkéw. Réwniez w widmach synchronicznych
fluorescencji zaobserwowano pasma pochodzace od chlorofili, tokoferoli i zwigzkow
nieznanych. Pomiary widm synchronicznych wykonano dla wartosci AA= 10, 30 i 60 nm
w geometrii kata prostego. Niezaleznie od wartosci parametru AL zaobserwowano grupowanie
olejow. Klasyfikacji olejow dokonano na podstawie analiz: k-najblizszych sgsiadéw i liniowej
analizy dyskryminacyjnej. Btad klasyfikacji w metodzie kNN zalezny byt od wartosci parametru
k, dla k w zakresie 1-4 przyjmowal niskie wartosci, za$ dla wyzszych wartosci k, wzrastat.
Metode LDA zastosowano do analizy intensywnosci fluorescencji przy szes$ciu, wybranych
na podstawie widm synchronicznych par, dlugosci tali wzbudzenia i emisji. Dla wszystkich
analizowanych modeli okoto 99% probek zostatlo poprawnie sklasyfikowanych. Najmniejszy
btad klasyfikacji otrzymano dla widm zmierzonych dla AA=30 nm. Autorzy na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzili, Ze nie tylko pomiar widm, ale réwniez punktowy pomiar
intensywnos$ci fluorescencji przy odpowiednich diugosciach fali umozliwia poprawna
klasyfikacje olejow.

Dupuy i in. (2005) wykazali, ze na podstawie analizy widm synchronicznych fluorescencji
mozliwe jest odréznienie oliw z oliwek o zarejestrowanych nazwach pochodzenia (RDO)

produkowanych w pigciu roznych regionach Francji. Widma wykonano w zakresie 250-700 nm,
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ze stalg r6znicg miedzy dtugoscig fali wzbudzenia 1 emisji, wynoszaca 30 nm. Analiza regresji
PLS pozwolita rozrézni¢ poszczegdlne gatunki oliw ze satysfakcjonujacym wynikiem, za$
analiza wspolczynnikéw regresji dostarczyta informacji o korelacji RDO ze sktadem olejow,
ktory réznit sie w zaleznos$ci od pochodzenia oliwy.

Poulli, Mousdis i Georgiou (2007) zastosowali pomiar synchroniczny fluorescencji
1 metode regresji PLS do okreslenia zwarto$ci zafatszowan oliwy z oliwek z innymi gatunkami
olejow roslinnych. Widma zostaty wykonane w zakresie 720-250 nm dla AA od 20 do 120 nm.
Otrzymane limity detekcji dla oliwy z wytloczyn, oleju kukurydzianego, stonecznikowego,
sojowego, rzepakowego oraz z orzecha wtoskiego wynosity odpowiednio: 2,6, 3,8, 4,3, 4,2, 3,6,
1 13,8% (v/v). Poziom dodatku oleju roslinnego w oliwie z oliwek mozliwy do zidentyfikowania
ta metodg zalezy m.in. od zastosowanej réznicy migdzy dlugoscig fali wzbudzenia i emis;ji.
W badaniach prowadzonych przez Poulli, Mousdis i Georgiou (2006), w przypadku
zafalszowania oliwy olejem stonecznikowym stosujac t¢ sama metode, uzyskano limity detekc;ji
na poziomie 3,6% lub 3,8%, przy pomiarach dla r6znicy miedzy dtugoscia fali wzbudzenia
1 emisji, wynoszacg odpowiednio 20 nm i 80 nm.

Analize mieszanin oleju stonecznikowego i oliwy z oliwek extra virgin, przeprowadzono
w celu okreslenia sktadu procentowego mieszaniny olejéw roslinnych na podstawie zmierzonych
widm synchronicznych fluorescencji (Sikorska 2007a). Widma synchroniczne fluorescencji
zmierzono dla AA= 10 nm, w geometrii odbiciowej, dla nierozcienczonych probek oliwy 1 oleju
stonecznikowego oraz dla mieszaniny oliwy z dodatkiem oleju w zakresie 10-90% (v/v).
W widmach zaobserwowano iz pasmo przypisane emisji chlorofili wykazuje znacznie wigksza
intensywnos¢ w widmach oliwy z oliwek. Pasma pochodzace od tokoferoli wykazujg podobng
intensywno$¢ w widmach obu olejow. Dla widm mieszanin olejow przeprowadzono analize
regresji PLS1. Pierwsza gtowna sktadowa (PC1) opisywata 87% catkowitej zmiennos$ci i byta
ujemnie skorelowana z pasmem emisji chlorofili i dodatnio skorelowana z pasmem emisji
tokoferoli. Druga giéwna sktadowa (PC2) wyjasniata 6% catkowitej zmiennosci 1 byta dodatnio
skorelowana z pasmem emisji w posrednim zakresie 550-350 nm. PC3 i PC4 skorelowane byty
dodatnio z pasmem emisji tokoferoli. Analizujac wykres ladunkéw stwierdzono, ze rozne
emitujace sktadniki wyplywaja na rozpatrywany przez Autoréw model. Przeprowadzono zatem
analizy PLS, dla r6znych zakresow spektralnych. Dla wszystkich otrzymanych modeli uzyskano
dobrg korelacje widm 1 skladu mieszanin. Najlepsze wyniki uzyskano, analizujac widma
w calym zakresie lub uwzgledniajac jednoczes$nie zakresy emisji chlorofili i tokoferoli.

Zafalszowania oliwy extra virgin badaty Dankowska i Malecka (2009a). Stosujac pomiar

fluorescencji z rownoczesng analiza regresji liniowej 1 wielorakiej (MLR) udowodnity,
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ze fluorescencja moze stluzy¢ do oceny jakosci oliwy extra virgin i wykrywania zafatszowania
innymi olejami. Widma synchroniczne zostaty zmierzone w zakresie 700-240 nm dla AA = 10,
30, 60 i 80 nm. Waskie pasmo przy okoto 300 nm dla AA= 10 nm zwigzane bylo
z wystepowaniem tokoferoli, natomiast dlugofalowe pasmo z maksimum przy 665 nm
z emitowaniem zwigzkow chlorofilu. Analiza chemometryczna przeprowadzona zostata dla
poszczegdlnych AMN. Najnizsze limity detekcji uzyskano dla wykrywania zafatszowan

na podstawie widm synchronicznych fluorescencji AA= 10 i 30 nm, odpowiednio 8,9% i 8,4.

58



3. EKONOMICZNE I EKOLOGICZNE ASPEKTY ZASTOSOWAN METOD
SPEKTROSKOPOWYCH W OCENIE JAKOSCI

W XXI wieku poszukiwane sa nowe metody analityczne, pozwalajace na tansze i szybsze
pomiary, dajace si¢ zautomatyzowaé oraz spetniajgce kryteria bezpieczenstwa dla analityka

1 S$rodowiska naturalnego. Metodami spelniajgcymi powyzsze kryteria sg techniki

spektroskopowe, przynoszace pozytywne efekty ekonomiczne i ekologiczne. Metody te moga

by¢ wykorzystywane na kazdym etapie produkcji: od identyfikacji i kontroli jako$ci surowcow,

przez kontrole procesu az do badania jako$ci wyrobu gotowego.

Wdrazajac metody spektroskopowe jako nowe technologie trzeba mie¢ na uwadze ich

wady i zalety. Przeprowadzona analiza zalet i wad obrazuje korzysci i obawy ptynace

z zastosowania metod spektroskopowych, tabela 3.

Tabela 3. Analiza korzysci i zagrozen zastosowania technik spektroskopowych w kontroli jakosci

Mocne strony:

- szeroki zakres zastosowan

- szybko$¢ wykonywania oznaczen

- niski koszt wykonania oznaczen

- redukcja ilo$ci szkodliwych odczynnikow i
rozpuszczalnikow analitycznych

- brak kosztéw zwigzanych z utylizacja
odczynnikoéw

- ograniczenie powierzchni magazynowej

- eliminacja kosztow zwigzanych z
wyprodukowaniem serii 0 nieodpowiednigj
jakosci

- nieniszczgcy charakter

- mozliwo$¢ oznaczenia kilku parametrow w
jednym cyklu

- bezposredni pomiar bez koniecznosci
przygotowania probek

- mozliwos$¢ analizy in situ (eliminacja kosztow
transportu i przechowywania)

- miniaturyzacja aparatury umozliwiajaca
zastosowanie w terenie.

Stabe strony:

- znaczna poczatkowa inwestycja kapitalowa
- czas wdrozenia metody (budowa biblioteki
widm, opracowanie metody, a nastepnie jej
walidacja i rejestracja)

- brak kompatybilnosci miedzy dostawcami
aparatury pomiarowej

- brak oso6b z do§wiadczeniem w zakresie
stosowania spektroskopii i metod
chemometrycznych

- stosunkowo krotki okres gwarancyjny

- koszty serwisu

- brak normalizacji metod

- problemy zwigzane z transferem modeli
kalibracyjnych

Szanse:

- petna kompatybilno$¢ miedzy dostawcami
- dostepnos¢ bibliotek widm i opracowanych
modeli kalibracyjnych

- poszerzenie zakresu zastosowan

- normalizacja metod

Zagrozenia:

- zgloszenie upadtosci przez dostawce aparatury
- brak serwisowania starszych modeli aparatury
- brak wykwalifikowanego serwisu

Opracowanie wlasne
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Z przeprowadzonej analizy wynika, ze wdrozenie nowych technologii w postaci metod
spektroskopowych przynosi wigcej korzySci niz zagrozen. Dlatego tez metody te sg coraz
czgscie] wykorzystywane w réznych dziedzinach nauki i przemystu. Techniki spektroskopowe
moga by¢ wykorzystywane jako szybkie i nieinwazyjne metody pozwalajace na oznaczenie kilku
parametrow w  jednym cyklu  produkcyjnym. Miniaturyzacja  sprzetu  pozwala
na przeprowadzenie analizy w miejscu wystepowania probki (analiza in situ) co eliminuje koszty
zwigzane z konieczno$cig jej transportu i przechowywania. Bezposrednie wykonanie pomiaru
na probce ogranicza koszty zwigzane z zakupem odczynnikow oraz ich utylizacja, dlatego
metody spektroskopowe spelniaja wymagania stawiane metodom analitycznym w mysl
koncepcji ,,zielonej chemii” przyjaznej srodowisku (Keith, Gron i Young 2007).

Dzigki swoim zaletom metody spektroskopowe wraz z chemometryczng analizg danych
wykorzystuje sic w analizie procesu. Wprowadzona przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci
i Lekoéw koncepcja PAT (Process Analytical Technology) pozwala na zrozumienie
i kontrolowanie calego procesu wytwarzania. Zgodnie z tym zalozeniem, metody
spektroskopowe moga znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym w nastepujacych
obszarach/sektorach (Reh 2008):

e w kontroli surowcow,

na etapie procesu produkcyjnego w trybie on-line (bezposrednio z linii produkcyjnej) lub

off-line (poza linig produkcyjna),

w laboratorium analitycznym do badania produktéw posrednich lub koncowych,

do badania wyrobu koncowego 1 jego przechowywania.

Wprowadzenie technik spektroskopowych na wymienionych obszarach przemystu spozywczego

moze przynie$¢ wymierne korzys$ci w postaci (Reh 2008):

e poprawy jakosci produktoéw,

e skrocenia czasu pomigdzy cyklami produkcyjnymi,
e ograniczenia ilo$ci odpadow,

e zwigkszenia zdolnosci produkcyjnej,

e lepszego wykorzystania energii 1 zasobow,

e skrocenia czasu przechowywania surowcow 1 wyrobow gotowych.

Metody spektroskopowe po raz pierwszy zostaly wykorzystane w przemysle spozywczym
w drugiej polowie XX wieku. Tradycyjng metode Kjeldahla, wykorzystywang do oznaczania

biatka w pszenicy, zastgpiono spektroskopiag w zakresie bliskiej podczerwieni. W 1995 roku
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oszacowano, ze metoda ta pozwolita zaoszczgdzi¢ 2 500 000$ oraz pozwolita na uniknigcie
wytworzenia 47 ton odpaddéw rocznie (Stark 1996).

O duzym potencjale bliskiej podczerwieni do oznaczania biatek, wilgoci 1 zawarto$ci oleju
w nasionach roslin oleistych pisali von Rosenberg i in. (2000). Autorzy opracowali prototyp
spektrofotometru do bliskiej podczerwieni, ktory okazat si¢ szybkim narzedziem kontroli jako$ci
podczas zbioru, co pozwolito rolnikom na znaczng oszczgdno$¢ czasu. Obecnie spektroskopia
w zakresie NIR dzigki szybkiej i nieinwazyjnej analizie, wykorzystywana jest w analizie in Situ
do badania owocow i warzyw podczas ich wzrostu i w trakcie zbioréw (Blanco i Villarroya
2002).

Spektroskopia (NIR) znalazta swoje zastosowanie rowniez w przemysle paliwowym, gdzie
wykorzystywana jest m.in. do sterowania procesami w rafineriach. Zastosowanie spektroskopii
w zakresie bliskiej podczerwieni pozwolito zwigkszy¢ rentownos$¢ przedsigbiorstwa
1 zminimalizowa¢ produkcje odpadow (Buttner 1997). Kowalyk (www.provan.ca) wymienia
wymierne korzysci ekonomiczne ptynace z wprowadzenia metod spektroskopowych (NIR)
w przemysle paliwowym. Zastosowanie widm w zakresie NIR pozwolilo rafinerii
na bezposrednig analize¢ w miejscu wydobycia, oszczedzajac 150 000$ miesigcznie.

O pozytywnych aspektach wprowadzenia metod spektroskopowych (NIR i NMR)
w kontroli procesow w Dow Chemical w 1998 pisata Seasholtz (1999). Wedlug Autorki
zastosowanie metod spektroskopowych wraz z chemometryczng analiza danych przyczynito si¢
do sporych oszczedno$ci przedsigbiorstwa. Korzysci ekonomiczne zwigzane byly z lepsza
kontrolg przebiegu procesu, oszczednoscia czasu podczas kontroli jakosci surowcow,
osiggnieciem wyzszych stop produkcyjnych oraz z szybsza analizg produkowanych
zanieczyszczen. Wedlug Cogdilla i in. (2007) wprowadzenie koncepcji PAT oraz lean
manufacturing w fabryce farmaceutycznej srednich rozmiarow pozwolito zwigkszy¢ jej dochody
o okoto 6%.

Dzieki swoim =zaletom metody spektroskopowe moga stanowi¢ atrakcyjng metode
rutynowej kontroli produktéw 1 procesow, przynoszac wiele wymiernych ekonomicznych

1 ekologicznych korzysci w réznych galeziach przemystu.
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4. RYNEK OLEJOW ROSLINNYCH

Na przetomie lat sze$¢dziesigtych i siedemdziesigtych XX wieku motorem napgdowym
rozwoju produkcji olejow roslinnych byt popyt ze strony panstw rozwinigtych, gtownie Unii
Europejskiej, Standw Zjednoczonych oraz Japonii. Przetom XX i XXI wieku, to silny wzrost
popytu ze strony panstw rozwijajacych si¢, a w szczegolnosci Chin i Indii (Boczar, tom IX).

Wedlug statystyk FAO rynek roslin oleistych obejmuje ponad 20 gatunkow roslin.
Ten globalny rynek zdominowany zostal przez cztery ro$liny: soj¢, palme oleists, rzepak
i stonecznik. Grupa tych czterech roslin okreslana jest mianem wielkiej czworki i jest ona
odpowiedzialna w gléwnej mierze za wzrost produkcji i obrotow olejami ro$linnymi
na $wiatowym rynku (Boczar, tom IX).

Wazrost popytu na oleje roslinne przyczynit si¢ do dynamicznego rozwoju handlu zaréwno
w krajach rozwijajacych sig, jak i rozwini¢tych. Handel tymi produktami stal si¢ druga grupa po
zbozach, pod wzgledem warto$ci handlu, ze $rednioroczng wartoscia réwng 51 mld USD
za lata 1995-2000 (www.faostat.fao.org).

Konsumpcja olejéow roslinnych w ostatnich 12 latach wzrosta z 88,942 mlin ton

w 2000 roku do 155,95 mlIn ton w 2012, rysunek 6 (fas.uda.gov).
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Rysunek 6. Konsumpcja olejow roslinnych (kokosowego, bawelianego, oliwy z oliwek, palmowego,
arachidowego, rzepakowego, sojowego i stonecznikowego) w latach 2000-2012

Opracowanie wlasne na podstawie http://www.fas.usda.gov i Wojcicki (2012)

Najwickszy udziat w globalnym spozyciu olejow roslinnych w latach 2008-2012 maja

Chiny, Unia Europejska, Indie oraz Stany Zjednoczone, rysunek 7.
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Rysunek 7. Procentowy udziat w globalnym spozyciu olejow (kokosowego, bawelnianego, oliwy z oliwek,
palmowego, arachidowego, rzepakowego, sojowego i stonecznikowego) w 2011 roku

Opracowanie wlasne na podstawie (FAO/FAPRI/USDA 2011).

Najwiecej na $wiecie konsumuje si¢ oleju palmowego (33% udzialu w rynku), sojowego
(28%), rzepakowego (15%) oraz stonecznikowego (9%). Charakterystyke konsumpcji ,,wielkiej

czworki” w latach 2006-2011 przedstawiono na rysunku 8.
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Rysunek 8. Konsumpcja ,,wielkiej czworki” w latach 2006-2011

Opracowanie wlasne na podstawie http://'www.soystats.com i Wojcicki (2012)

Na przetomie lat 2011/2012 zostato wyprodukowanych ok. 51 mln ton oleju palmowego,
czyli o 6% wiecej, niz w poprzednim sezonie (2010/2011), 43 mln ton oleju sojowego (+2%),
24 mln ton oleju rzepakowego (+3%) oraz 16 min ton oleju stonecznikowego (+23%).
Kolejne miejsca pod wzgledem wielkosci produkeji zajmuja: olej bawelniany, arachidowy,

kokosowy oraz oliwa z oliwek. Wedlug danych z roku 2011/12 najwigkszymi producentami
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olejow roslinnych sa: Indonezja (30 min ton), Chiny (22 mln ton), Malezja (21 mln ton) i Unia
Europejska (16 min ton). Produkcje olejow roslinnych w latach 2008-2012 przedstawiono

na rysunku 9.
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Rysunek 9. Produkcja olejow roslinnych ((kokosowego, bawelnianego, oliwy z oliwek, palmowego,

arachidowego, rzepakowego, sojowego i stonecznikowego) w latach 2008-2012

Opracowanie wiasne na podstawie Www.fas.usda.gov

W $wiatowej produkcji oleju palmowego liczg si¢ przede wszystkim Indonezja i Malezja.
Panstwa te na przetomie lat 2008/09 wyprodukowaly tacznie 37759 tysiecy ton tego oleju zas
w latach 2011/12 az 44100 tysigcy ton. Na rysunku 10 przedstawiono udziat procentowy
w produkcji oleju palmowego poszczegdlnych panstwach w latach 2008-2012.
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Rysunek 10. Procentowy udzial w globalnej produkcji oleju palmowego w latach 2008-2012

Opracowanie wilasne na podstawie www.fas.usda.gov
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W uzyskiwaniu oleju sojowego czotowe miejsce od roku 2010 zajmujg Chiny, ktére
w latach 2011/2012 wytworzyly okoto 11 miln ton (26% udzialu w rynku) oleju sojowego.
Drugie miejsce zajmujg Stany Zjednoczone z produkcja na poziomie ok. 9 mln ton (21% udziatu
w rynku), a kolejne: Brazylia 7 mln ton (17% udzialu w rynku) i Argentyna (16% udziatu
w rynku). Unia Europejska zajmuje 5 miejsce z produkcja na poziomie 2 mln ton (5% udziatu

w rynku), rysunek 11.
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Rysunek 11. Procentowy udzial w globalnej produkcji oleju sojowego w latach 2008-2012

Opracowanie wlasne na podstawie http://www.fas.usda.gov

Olej rzepakowy zawdziecza swoja dobra pozycje m.in. Unii Europejskiej ktéra jest jego
zarbwno najwickszym producentem (ok. 39% udzialu w rynku w latach 2011/12) jak
1 konsumentem. Chiny, Indie, Kanada i Japonia posiadaja odpowiednio ok. 24, 10, 131 4 %
udziatu w rynku (stan w latach 2011/12), rysunek 12.
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Rysunek 12. Procentowy udzial w globalnej produkeji oleju rzepakowego w latach 2010-2012

Opracowanie wlasne na podstawie http://www.fas.usda.gov
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Rynek oleju stonecznikowego zdominowany zostal przez Ukraing, ktora w roku 2011/12
wyprodukowata 4347 tysiecy ton tego oleju co stanowilo 29% udzialu w rynku. Na kolejnej
pozycji plasuje si¢ Rosja 24%, za$ trzecie miejsce nalezy obecnie do UE z udzialem w rynku

na poziomie 19%. Poza Europa najwigcej oleju stonecznikowego uzyskuje si¢ w Argentynie
(rysunek 13).
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Rysunek 13. Procentowy udzial w globalnej produkcji oleju stonecznikowego w latach 2010-2012 roku.

Opracowanie wlasne na podstawie http://www.fas.usda.gov

Oliwa z oliwek jako cenny olej roslinny jest znana i uzywana na calym $wiecie.
Wyniki badan naukowych potwierdzaja jej korzystny wptyw na zdrowie, szczegodlnie ludno$ci
zamieszkujacej tereny potozone nad Morzem Srédziemnym. To whasnie w tym rejonie znajduje
si¢ 98% wszystkich drzew oliwnych uprawianych na $wiecie. Produkcja oliwy z oliwek, jak
rowniez jej konsumpcja, jest najwicksza w panstwach basenu Morza Srodziemnego,
tj. w: Hiszpanii, Wloszech, Grecji, Francji, Portugalii, a takze: Turcji, Tunezji, Maroku, Syrii
1 Algeri (Wroniak i Maszewska 2011). Najwigcej oliwy produkuje si¢ w Krajach Unii
Europejskiej (75%). Az 97% udziatu produkcji w UE nalezy do: Hiszpanii, Wtoch i Grecji.
Kolejne pod tym wzgledem sg kraje Bliskiego Wschodu, takie jak: Turcja, Syria, Liban i lzrael
oraz Kraje Potnocnej Afryki: Tunezja, Algeria, Maroko, Libia i Egipt (Wroniak i Maszewska
2011). Swiatowa konsumpcja oliwy z oliwek wzrosta z 2590,5 (tys.ton) w latach 2000-2001
do 3210 (ton) w latach 2011-2012. Na rysunku 14 przedstawiono zmiany w konsumpcji oliwy
z oliwek w latach 2000-2012.
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Rysunek 14. Zmiany w konsumpcji oliwy z oliwek w latach 2000-2012.

Opracowanie wlasne na podstawie http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-figures

Rynek olejow roslinnych w Polsce

W okresie od 1990-2003 spozycie tluszczéw roslinnych w przeliczeniu na 1 mieszkanca
Polski zwigkszylo si¢ ponad 2-krotnie (z 7,6 kg w 1990 r. do 19,5 kg w 2002 r. i 17,6 kg w 2003
r.), natomiast thuszczéw zwierzecych obnizylo si¢ o jedng trzecig (z 16,0 kg do 11,3 kg
1 11,6 kg). Tym samym nastgpita trwala zmiana modelu konsumpcji tluszczéw w Polsce,
w wyniku ktérej oleje 1 margaryny pokrywaja ok. 60% krajowego popytu na thuszcze, wobec
okoto 30% na poczatku lat dziewigédziesiatych (Rosiak, 2005).

Wedlug GUS, w 2010 roku miesigczne spozycie thuszczow ogdétem w gospodarstwach
domowych wyniosto 1,33 kg w przeliczeniu na osobe, co oznacza, iz konsumpcja pozostata
relatywnie stabilna wobec analogicznego okresu w 2008 roku (1,39 kg/os.). Nastgpit natomiast
nieduzy wzrost znaczenia thuszczéw roslinnych kosztem zwierzgcych. Ostatecznie w okresie
pierwszych szesSciu miesiecy 2010 roku udziat tluszczow roslinnych stanowil 68% ogo6lnego
spozycia thuszczoOw wobec 67% w roku 2009 (Roczniki Statystyczne Rolnictwa 2009, 2011).

Wedtug Panelu Handlu Detalicznego Nielsena, Polacy dokonujac zakupu oleju wybieraja
glownie olej rzepakowy (dwie z trzech sprzedanych butelek), popularna oliwa z oliwek ma 14%
udziat wartosciowy w sprzedazy za$ reszta rynku przypada na pozostaly asortyment. Caty rynek
olejow 1 oliw w okresie od kwietnia 2010 r. do marca 2011 r. wykazat obroty w wysokosci
947,5 min zt, z czego 166 min litrow stanowila sprzedaz tluszczow ptynnych. Rynek ten
zanotowal minimalny wzrost — ilosciowo o 1,7%, wartosciowo o 1% (Poradnik Handlowca

2011).
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Oleje nalezg do produktow kupowanych na zapas. Najlepiej sprzedaja si¢ w hiper-
i supermarketach (46% udziatu w strukturze sprzedazy), gdzie czgsto organizowane sg promocje
tego produktu, rysunek 9. Na duze sklepy spozywcze przypada 14% sprzedazy oleju, natomiast
na $rednie i mate sklepy odpowiednio - 23% i 17% (Poradnik Handlowca 2011).

W roku 2012 eksport olejow roslinnych z Polski na rynki zagraniczne wynosit okoto
200 tysiecy ton o warto$ci prawie 200 mln euro wobec 180 tysigcy ton o wartosci 185 mln euro
w roku 2011. Najwiekszy udzial w sprzedazy przypadt olejowi rzepakowemu (87% wolumenu
oraz 88% wartosci) i olejowi stonecznikowemu (9% udziat). Eksport pozostatych olejow
ksztattowatl si¢ na niskim poziomie. Najwickszymi odbiorcami polskiego oleju rzepakowego
byly Czechy (45%), Holandia (13%), Austria i Szwajcaria (po 11%) oraz Niemcy (okoto 11%)
(FAMMU/FAPA 2013).

Warto$¢ importu olejow roslinnych do Polski w roku 2012 wynosita ok. 520 mln euro
1 byta 0 3% wigksza w stosunku do roku ubieglego. Najwigkszy udziat w imporcie przypadt
olejowi palmowemu (39% wartos$ci), kolejny byl olej rzepakowy (20%), stonecznikowy (17%),
sojowy (12%), kokosowy (6%) i oliwa z oliwek (5%) (FAMMU/FAPA 2013).

Mimo ustabilizowania si¢ poziomu spozycia olejow roslinnych w gospodarstwach
domowych 1 spadku spozycia margaryn, rynek olejéw roslinnych wciaz dysponuje ogromnym
potencjatem. Produkcja tluszczéw jadalnych, bedzie si¢ rozwijata, gtownie dzigki rosngcemu
zapotrzebowaniu cukiernictwa, gastronomii 1 sektora HoReCa. Rownie pozytywnie

na spozywanie olejow roslinnych wptywaja aktualne trendy zdrowego odzywiania.
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5. MATERIAL BADAWCZY I METODY BADAN

5.1. Przedmiot badan

Przedmiotem badan byty oleje roslinne tloczone na zimno i rafinowane, produkcji krajowe;j
1 pochodzace z importu:
e dwie oliwy z oliwek typu extra virgin (EVO1, EVO2) wloskiego pochodzenia,
e dwie oliwy z wyttokow oliwek (OW1, OW2) wloskiego pochodzenia,
e dwie oliwy rafinowane (RO1-R0O2) wloskiego pochodzenia,
e oliwa deodoryzowana (DO) wtoskiego pochodzenia,
e oliwa extra virgin (EVO) wtoskiego pochodzenia,
e oliwa rafinowana (RO) wtoskiego pochodzenia,
e trzy oleje rzepakowe tloczone na zimno (R1, R2, R3) polskiego pochodzenia,
e dwa oleje stonecznikowe ttoczone na zimno (S1, S2) polskiego pochodzenia,
e dwa oleje rzepakowe rafinowane (RR1, RR2) polskiego pochodzenia,

e jeden olej stonecznikowy rafinowany (SR1) polskiego pochodzenia.

Charakterystyke widm olejow ro$linnych przedstawiono na przyktadzie réznych ich
gatunkéw. Do badan wykorzystano oliwy: extra virgin (EVO1 1 EVO2), z wytlokéw (OW1,
OW2) i rafinowane (RO1 i RO2), oraz oleje: rzepakowe ttoczone na zimno (R1 i R2), rzepakowe
rafinowane (RR1 1 RR2), stonecznikowy ttoczony na zimno (S1) i stonecznikowy rafinowany
(SR1).

W badaniu zafatlszowan wykorzystano oliwy: EVOI, EVO, DO i1 RO oraz olej
stonecznikowy (S2).

Probki do badan zafalszowan oliwy (EVO1) olejem stonecznikowym (S2) przygotowano
z dwudziestu jeden mieszanin o objetosci 10 cm® kazda. Stezenia mieszanin wynosity od 0% do
50% w odstepach co 2,5%.

Do wykrywania zafalszowania oliwy extra virgin innymi gatunkami oliw wykorzystano
oliwe EVO, ktora stanowita mieszaning z czterdziestu rdéznych oliw extra virgin wyttoczonych
w latach 2005-2009. Oliwa RO byla mieszaning dwudziestu siedem oliw rafinowanych
pochodzacych z produkcji w latach 2005-2009. Oliwg DO tworzyly mieszaniny szesciu oliw
deodoryzowanych, powstatych w latach 2006-2009. Do analizy przygotowano zestaw mieszanin

sktadajacy si¢ z: oliwy extra virgin i oliwy deodoryzowanej oraz oliwy extra virgin
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1 oliwy rafinowanej. St¢zenia mieszanin wynosity 2,5-75 g/100g w odstepach co 2,5 g. Probki do
badan otrzymano od prof. Caponio (Dipartimento di Biologia ¢ Chimica Agro-Forestale ed
Ambientale, Universita degli Studi di Bari), we wspotpracy z ktérym przeprowadzano badania.

Badanie stabilnosci oksydacyjnej olejéw prowadzono stosujac test termostatowy
w temperaturze 60°C przez okres 15 dni bez dostepu $wiatla. Probki olejow: EVO1, EVO2,
OWl1, OW2, ROI1, RO2, R1, R2, RR1, RR2, S1 i SR1 o objgtosci 40 ml umieszczano
w szklanych naczyniach o $rednicy 7 cm. Co trzeci dzien oceniano jakos$¢ olejow poprzez
oznaczenie: liczby nadtlenkowej (LO) i liczby kwasowej (LK). Ponadto wykonano pomiary
spektrofotometryczne w zakresie: bliskiej (NIR) i podstawowej (IR) podczerwieni oraz
w zakresie widzialnym (Vis). Zmierzono réwniez widma synchroniczne fluorescencji dla
AL =10 nm.

Wykorzystany w te$cie przechowalniczym olej rzepakowy tloczony na zimno (R3) zostat
wytloczony w czerwcu 2012 roku, w Szamotulach przez firm¢ SEMCO. Probki $wiezo
wytloczonego oleju rzepakowego (R3) podzielono na trzy grupy, przechowywane
w odpowiednich warunkach: (1) oleje w butelkach ze szkla bezbarwnego, przechowywane bez
dostepu $wiatta, oznaczone symbolem RD, (2) oleje w butelkach ze szkla bezbarwnego
eksponowane na $§wiatto, oznaczone symbolem RL, (3) oleje w butelkach ze szkla o barwie
zielonej, eksponowane na §wiatlo, oznaczone symbolem RG. Objetos¢ butelki wynosita 250 cm®,
natomiast oleju 200 cm®. Olej przechowywany byt przez okres szeéciu miesiecy (od czerwca do
grudnia 2012 roku). Warunki o§wietleniowe byly zblizone do warunkoéw sklepowych. Natezenie
$wiatla bylo na poziomie 2500 lux, $rednia temperatura wynosita 18°C zimg i 26°C latem.
Co miesigc pobierano probki do badan (po jednej butelce) oraz wyznaczano parametry
analityczne: liczb¢ nadtlenkowa, kwasows, Koz, Ky7o oraz zawarto$¢ tlenu (w oleju i fazie
nadpowierzchniowej), tokoferoli i karotenoidow. Ponadto dla badanych probek wykonano
pomiary widm w zakresie Vis i NIR oraz fluorescencyjnych.

Dla $wiezego oleju rzepakowego przeprowadzono analize kwasoéw thuszczowych

wykorzystujgc chromatografie gazowa.

5.2. Odczynniki chemiczne, aparatura i oprogramowanie

Do oznaczen parametréw chemicznych wykorzystano nastepujace odczynniki:

- chloroform, cz.d.a., P.P.H. Stanlab Sp. J.

- etanol, 96% cz.d.a, P.P.H. Stanlab Sp. J.
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- fenoloftaleina, r-r 1% cz.d.a., Chempur

- kwas octowy, 99,9% cz.d.a., P.P.H. Stanlab Sp. J. lub POCH
- metanol, cz.d.a., P.P.H. Stanlab Sp. J.

- skrobia, cz.d.a., POCH

- tiosiarczan sodu, 0.1 mol/l, Chempur

- jodek potasu, cz.d.a., Chempur lub AKTYN

- n-heksan, cz.d.a., Chempur

W badaniach wykorzystane zostaly przyrzady do ktérych posiadano bezposredni dostep i

umiejetnosci obstugi:
- Spektrofluorymetr Fluorolog 3-11, Jobin Yvon-Spex
— Spektrofotometr UV VIS NIR Cary 5E, Varian
— Spektrofotometr UV-Vis Spectronic Genesys 6 , Milton Roy
— Spektrofotometr SPECTRUM 100 FT-IR, Perkin-Elmer
— Spektrometr MPA\FT-NIR, Buker

- Chromatograf cieczowy typ 600 (wyposazony w detektor fluorescencyjny 474 oraz

detektor typu fotodiodowego 996) ,Waters
- OxySense 325i
W pracy wykorzystano rowniez specjalistyczne oprogramowanie do prezentacji i analizy danych
- Origin 8 firmy OriginLab

- Unscrambler 9.7 firmy CAMO
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5.3. Oznaczanie wybranych cech fizykochemicznych prébek olejow roslinnych
Oznaczanie liczby nadtlenkowej

Liczb¢ nadtlenkowa w badanych olejach roslinnych oznaczono na podstawie Normy PN-1SO
3960:1996 Oleje i tluszcze roslinne oraz zwierzece — Oznaczanie liczby nadtlenkowej (PN-1SO
3960:1996). Wedlug powyzszej normy liczba nadtlenkowa zdefiniowana jest jako ,,ilo$¢
substancji w probce, ktore utleniajg jodek potasu w opisanych warunkach oznaczenia, wyrazona
jako milirownowazniki aktywnego tlenu w kilogramie”. Probke odwazano z dokladnosciag
do 0,001 g do kolby stozkowej ze szlifem. Masa probki byla zmieniania w zalezno$ci
od spodziewanej liczby nadtlenkowej:

- dla liczby nadtlenkowej 0-12, masa probki wynosita 3,0 g

- dla liczby nadtlenkowej 12-20, masa probki wynosita 1,5 g

- dla liczby nadtlenkowej powyzej 20, masa probki wynosita okoto 1,0 g.
Do przygotowanej nawazki dodawano przy uzyciu pipet automatycznych 15 cm® kwasu
octowego, 10 cm? chloroformu oraz 1 cm® nasyconego roztworu jodku potasu. Kolb¢ zamykano
korkiem ze szlifem, mieszano przez 1 minut¢ i odstawiano do szatki na 5 minut bez dostgpu
$wiatta. Po tym czasie do kolby dodawano 75 cm® wody destylowanej i kilka kropel 2%
roztworu skrobi. Cato$¢ po wymieszaniu miareczkowano roztworem tiosiarczanu sodu. Jesli
spodziewana liczba nadtlenkowa byta nizsza niz 12, miano tiosiarczanu sodu wynosito 0,002 M,
jezeli spodziewany wynik byt wyzszy niz 12, uzywano 0,01 M roztwor tiosiarczanu sodu.
W celu sprawdzenia czysto$ci odczynnikéw przeprowadzono pomiar proby Slepej. Wartosé

liczby nadtlenkowej [meqO,/kg] dla badanych probek obliczano ze wzoru:

LO

[meqO2/kg] (8)

_ (V1=Vp)XTx1000
m

gdzie:

V 1 — objetos¢ roztworu tiosiarczanu zuzytego do miareczkowania probki wlasciwe;j [cms],
V o — objetos¢ roztworu tiosiarczanu zuzytego do miareczkowania probki $lepej [cm®],

T — miano roztworu tiosiarczanu uzytego do miareczkowania [mol/dm®],

M — masa probki [g].
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Oznaczanie liczby kwasowej

Liczba kwasowa w badanych olejach roslinnych zostata oznaczona na podstawie Normy PN-1SO
660:1998 Oleje i ttuszcze roslinne oraz zwierzece — Oznaczanie liczby kwasowej i kwasowosci
(PN-ISO 660:1998). Wedlug powyzszej normy liczba kwasowa zdefiniowana jest jako ,,liczba
miligraméw wodorotlenku potasu potrzebna do zneutralizowania wolnych kwasoéw
thuszczowych zawartych w 1 g tluszczu”. Do kolby stozkowej odwazano okolo 1 g oleju
z doktadnoscig do 0,0001 g, nastepnie dodawano przy uzyciu pipety automatycznej 5 cm® 96%
alkoholu etylowego i kilka kropel fenoloftaleiny. Roztwor miareczkowano 0,01 M alkoholowym
roztworem wodoronadtlenku potasu (KOH). W celu sprawdzenia czysto$ci odczynnikow
wykonano pomiar proby Slepej. Wartosci liczby kwasowej [mg KOH/g] dla badanych probek

obliczano ze wzoru:

_ 56,11 X(Vl—Vo) X 0,01
m

LK

[mg KOH/g] 9)

gdzie:

56,11 — ilo$¢ mg KOH zawarta w 1 cm® 1M roztworu,

0,01 — miano roztworu KOH uzytego do miareczkowania,

V1 — objetos¢ 0,01M roztworu KOH zuzytego do miareczkowania probki wiasciwej [cm3],
Vo — objetos¢ 0,01M roztworu KOH zuzytego do miareczkowania probki $lepej [cm3],

m — masa probki [g].
Oznaczanie ekstynkcji wlasciwej w swietle UV

Oznaczenie polegalo na pomiarze absorbancji probek w zakresie UV (190-320 nm). Pomiar
dokonywano punktowo przy wybranych dlugosciach fali w oparciu o wytyczne normy PN-EN
ISO 3656:2002 Oleje i tuszcze roslinne oraz zwierzece — Oznaczanie absorbancji w nadfiolecie
wyrazonej jako ekstynkcja wtasciwa w swietle UV. Do kolbek miarowych o pojemnosci 10 cm®
odwazano z doktadno$cig do 0,001 g probki o masie 0,1 g. Nastgpnie kolbki miarowe byly
uzupehlniane do kreski n-heksanem i mieszane. Tak przygotowane roztwory wykorzystano
do pomiaru absorbancji przy okre§lonych dlugosciach fal: 232 i 270nm. Do pomiaru

wykorzystano kuwety kwarcowe o dhugosci drogi optycznej 10 mm. Ekstynkcje witasciwg

Kl%

1em (1) Obliczano wedtug wzoru:
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1% _AW
chm W w (10)

gdzie:
A(M) — absorbancja przy danej dtugosci fali,

W — stezenie probki w roztworze do badan [g/100 cm®]
Oznaczanie zawartosci tokoferoli metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Ogo6lng zawarto$¢ tokoferoli w badanych olejach (jako sume a-, (B+y)- i 8-tokoferolu) oznaczono
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (Gliszczynska-Swigto i Sikorska
2004). Badane oleje rozpuszczono w 2-propanolu. St¢zenie oleju w probkach wynosito,
w zaleznoéci od oleju, od 0,0400 do 0,0100 g/cm®. Do analizy tokoferoli wykorzystano
wysokosprawny chromatograf cieczowy typ 600 wyposazony w detektor fluorescencyjny 474
oraz detektor typu fotodiodowego 996 firmy Waters (Milford, MA, USA). Do rozdziatu
tokoferoli zastosowano kolumne Symmetry Cig (150 mm X 3,9 mm, 5 um) wraz z prekolumng
pBondapak Cig firmy Waters. Fazg ruchoma stanowita mieszanina acetonitrylu i metanolu
w stosunku 1:1 (v/v) o predkosci przeptywu 1 cm®/min. Objetos¢ dozowanej probki wynosila
20 pl. Detekcja tokoferoli odbywata si¢ za pomocg detektora fluorescencyjnego przy dlugosci
fali emisji 325 nm po wzbudzeniu dlugoscig fali 295 nm. Identyfikacja tokoferoli odbywata si¢
na podstawie porownania czasOw retencji rozdzielonych zwigzkow z czasami retencji wzorcoOw
tokoferoli. Obecno$¢ tokoferoli potwierdzono na podstawie widma absorpcji uzyskanego
za pomocg detektora typu fotodiodowego. Zawartos¢ poszczeg6lnych tokoferoli wyznaczono
na podstawie wielkosci pola pod powierzchnig piku metodg kalibracji bezwzglednej (wzorca

zewnetrznego).
Oznaczanie zawartosci karotenoidow metodg spektrofotometryczng
IloSciowe oznaczenie zawarto$ci karotenoidow w olejach roslinnych polegato na pomiarze

absorbancji w kuwecie kwarcowej przy dhugosci fali 450 nm. Probke do analizy rozcieficzono

w n-heksanie. Stezenie karotenoidéw obliczono wedtug wzoru:
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_ A 3
C=_7 [mol/dm?] (12)

gdzie:

A - absorbancja,

e - molowy wspotczynnik absorpcji wyznaczony przy dlugosci fali 450 nm, dla karotenoidow
wynosi & = 138730 [dm>/cmx mol]

L - dlugos¢ drogi optyczne;j.

Obliczone stezenie wyrazone w mol/dm® przeliczano na mg/dm® wykorzystujac mase
czasteczkowa B-karotenu (M= 536,86 g/mol). Dla kazdej probki wykonano oznaczenie

w trzech powtorzeniach.
Analiza kwasow tuszczowych

Dla s$wiezego oleju rzepakowego (R3) przeprowadzono analize kwasow tluszczowych
wykorzystujac chromatografi¢ gazowg. Badanie przeprowadzono w Centralnym Laboratorium
Agrekologicznym w Lublinie wykorzystujac chromatografi¢ gazowa zgodnie z procedura
CLA/GC/3b/2011 wersja 2 z dnia 01.02.2011

Oznaczanie zawartosci tlenu

Pomiary stgzenia tlenu w fazie nadpowierzchniowej olejow oraz tlenu rozpuszczonego w olejach
wykonano przy uzyciu systemu OxySense” 325i, pozwalajacego na nieinwazyjny pomiar
zawartosci tlenu w atmosferze opakowan oraz cieczach (Norma ASTM F2714-08) (rysunek 15 ).
Pomiaru na zasadzie optycznej dokonuje si¢ przez $cian¢ opakowania (rysunek 15 A). Stezenie
tlenu jest okreslane na podstawie czasu zycia fluorescencji wskaznika tlenu zawierajacego
kompleks chlorku rutenu i tri(4,7-bifenylo-1,10-fenantroliny). Zwigzek ten wykazuje
fluorescencje po wzbudzeniu $§wiatlem niebieskim, w zakresie 400-500 nm, emitowanym np.
przez diode LED. W atmosferze pozbawionej tlenu wykazuje fluorescencje swiatta czerwonego
z maksimum przy 600 nm, ktéra w obecnos$ci tlenu jest selektywnie wygaszana, przy czym
stopien wygaszania wzrasta wraz ze wzrostem stezenia tlenu.

Kompleks rutenu jest zamkniety w matrycy polimerowej w postaci wskaznikow OxyDot®,

co zapewnia mu odporno$¢ na czynniki zewnetrzne np. rozpuszczalniki i ochrong zapakowanego
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produkt przez bezposrednim kontaktem z sola rutenu. Wskazniki OxyDot"™ charakteryzuja duza
odpornoscig na wysokg temperature (moga by¢ poddawane nawet sterylizacji), na ich dziatanie
nie wplywa zmiana pH ani obecno$¢ innych gazéw towarzyszacych tlenowi. Dzigki temu
mozliwe sg powtarzalne pomiary zawartosci tlenu, a same wskazniki mogg by¢ wykorzystywane
wielokrotnie (o ile nie nastgpi ich mechaniczne uszkodzenie).

Przed wlasciwymi pomiarami stezenia tlenu w butelkach, za pomoca przezroczystego
silikonu zostaty w nich umieszczone trwale wspomniane wskazniki OxyDot”, po dwie sztuki
w kazdej butelce. Wskaznik przeznaczony do pomiardw stezenia tlenu gazowego zostat
umiejscowiony w potowie wysoko$ci przewidzianej wolnej przestrzeni (headspace), natomiast
wskaznik przewidziany do pomiarow st¢zenia tlenu rozpuszczonego w oleju zostat umieszczony
W potowie przewidzianej wysoko$ci wypetnienia olejem, rysunek 15 B. Nastepnie kazdy ze
wskaznikow zostat oddzielnie skalibrowany z wykorzystaniem gazu obojetnego (azotu 5.0) oraz
powietrza, ktore byty wprowadzane do butelki przez specjalng nakrgtke wyposazona w zawory
doprowadzajacy i odprowadzajacy odpowiedni gaz kalibracyjny. Wlasciwe pomiary tlenu
przeprowadzono w temperaturze 22°C po napelieniu butelek okreslong objetoscia oleju (200
cm). W tym celu do butelek przyktadano pod katem prostym do ich powierzchni koncoéwke
pomiarowa EasAlign™ wyposazong W element emitujacy $wiatto i jednocze$nie rejestrujacy
fluorescencje oraz czujnik temperatury. W celu zapewnienia wigkszej precyzji 1 powtarzalnosci
wynikow, koncoéwke pomiarowg EasAlign™ umieszczono w statywie zapewniajacym jej
stabilne potozenie pod katem prostym w stosunku do wskaznikéw OxyDot™ znajdujacych sie we

wnetrzu butelek. Wszystkie pomiary byly powtarzane 10-krotnie, a wyniki stanowig ich $rednig.

= -
0O< wkaznik w fazie nadpowierzchniowej
OXYDOT- (headspace)
LED PULSE AR
Sen \
I
/
FLUORESCENCE O wskaznik w oleju
SEALED PACKAGE s

Rysunek 15. Oznaczanie zawartosci tlenu. (A) Zasada pomiaru stezenia tlenu systemem OxySense.

(B) umiejscowienie wskaznikow. Na podstawie www.oxysence.com
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5.4. Pomiar widm

Zakres bliskiej podczerwieni

Pomiar widm w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR) wykonano na spektrofotometrze MPA\FT-
NIR firmy Bruker, w $wietle przechodzacym (badane oleje umieszczane byly w szklanych
fiolkach o dlugosci drogi optycznej 8 mm). Widma mierzono w zakresie 12500 — 4000 cm™,
pomiary wykonywane byly w temperaturze 30°C. Kazde widmo stanowito $rednig
16 interferograméw. Rozdzielczo$¢ wynosita 4 cm™. Widma przedstawiano jako zaleznogé

absorbancji od liczby falowej.

Zakres podstawowej podczerwieni

Pomiar widm w  zakresie podstawowej podczerwieni (MIR) przeprowadzono
na spektrofotometrze Spectrum 100 FT-IR z wykorzystaniem techniki catkowitego ostabionego
odbicia (ATR). Widma mierzono w zakresie 4000-400 cm™. Kazde widmo stanowito $rednia
16 interferograméw. Rozdzielczoé¢ wynosita 4 cm™. Widma przedstawiano jako zaleznosé

absorbancji od liczby falowej.

Zakres widzialny

Pomiar widm absorpcji w zakresie widzialnym (Vis) dokonano przy uzyciu spektrofotometru
Genesys™ 6 firmy Milton Roy. Badane roztwory olejow umieszczano w kuwetach kwarcowych
o dhugosci drogi optycznej rownej 1 cm. Po przeprowadzeniu kalibracji przyrzadu w aparacie
umieszczono kuwety z badanym roztworem oleju. Pomiary widm absorbancji wykonano

w zakresie 350-750 mn.

Fluorescencja

Pomiar widm synchronicznych fluorescencji wykonano za pomoca spektrofluorymetru
Fluorolog 3-11, firmy Jobin Yvon-Spex. Pomiary wykonano w kuwetach kwarcowych,
w geometrii odbiciowej (front face) dokonujac trzech powtdrzen. Przy pomiarze widm
calkowitej fluorescencji zakres dlugosci fali wzbudzenia wynosit 250-500 nm, a zakres dlugosci

fali emisji 260-700 nm. Przy pomiarze widm synchronicznych fluorescencji zakres dtugosci fali
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wzbudzenia wynosit od 280 do 700 nm, przy rdéznicy diugosci fali emisji i wzbudzenia
wynoszacej AL = 10, 30 i 60 nm. Szeroko$¢ szczelin monochromatorow wzbudzeniowego

1 emisyjnego wynosila 2 nm, a czas integracji 0,1 s.

5.5. Metody analizy widm

W pierwszym etapie analizy z zastosowaniem metod spektroskopowych dokonuje si¢
identyfikacji pochodzenia poszczegdlnych pasm w widmach oraz okreslenia podobienstw
1 r6znic w widmach badanych probek.

Analiza glownych sktadowych (PCA) wykorzystana zostala jako metoda wstgpna
pozwalajaca na wykrycie struktury danych. Celem tej metody jest wyznaczenie nowych
nieskorelowanych zmiennych (gléwnych sktadowych), ktore beda miaty najwigksza mozliwg
wariancje.

Do analiz ilo$ciowych zastosowane zostaly metody regresji. Celem tych metod jest
uzyskanie modelu kalibracyjnego, ktéry umozliwi korelacj¢ informacji zawartych w widmach
oraz jednej lub kilku wtasciwosci probki. Do analizy wykorzystano metody regresji czastkowych
najmniejszych kwadratow (PLS) oraz regresji sktadowych gltownych (PCR).

W badaniu zafatszowan zbioér zmiennych niezaleznych X stanowily widma, za§ zbior
zmiennych zaleznych Y stanowita procentowa zawarto$¢ tanszego oleju w mieszaninach.
Do budowy modeli zastosowano rozne zakresy widm oraz rozne ich przeksztatcenia:
multiplikatywna korekcje rozproszenia (ang. Multiplicative Scatter Correction, MSC), pierwszg
1 druga pochodng oraz wygtadzenie.

Dla probek poddanych testom przechowalniczym przeprowadzono analize PLS, w ktorej
zbidr zmiennych niezaleznych X stanowity widma za$§ zbidr zmiennych zaleznych Y stanowity,
oznaczone metodami klasycznymi, parametry chemiczne.

Ponadto do analizy widm w zakresie NIR i MIR wykorzystano wielowymiarowa metode
dekonwolucji krzywych (ang. Multivariate Curve Resolution, MCR) do wyodr¢bnienie widm
czystych sktadnikéw, pojawiajacych si¢ w trakcie zachodzacych procesow utleniania.
W metodzie tej macierz danych R przedstawia si¢ w formie dwéch mniejszych macierzy C i S'.
Macierz C jest macierza profili st¢zenia kazdego modelowanego sktadnika, natomiast macierz S
odpowiada czystemu widmu tych sktadnikéw (Le Dreau i in. 2009b).

Walidacje otrzymanych modeli kalibracyjnych przeprowadzono, wykorzystujac m.in.

sredni kwadratowy btad walidacji krzyzowej (RMSECYV) oraz btad wzgledny (8x). Im nizsza

78



warto$¢ tych wskaznikow tym lepsze dopasowanie modelu. Btad wzgledny obliczano na

podstawie wzoru:

RMSECV

5y = x 100% (12)

gdzie: RMSECV- éredni kwadratory btad walidacji krzyzowej, Y- warto$¢ $rednia zmiennej Y

Ponadto jakos¢ modelu oceniano poprzez obliczenie warto$ci RPD (ang. Ratio of Performance to
Denation). Wartosci RPD < 3 wskazujg na stabg jako$¢ modelu kalibracyjnych, RPD > 3
wskazuja, ze model moze by¢ wykorzystany do badan przesiewowych (screening), RPD > 8
wskazujg na bardzo dobrg zdolno$¢ przewidywania modelu (Huang i in. 2001). Warto$§¢ RPD

obliczano na podstawie wzoru:

RPD = 32 (13)
SECV

gdzie: SD- odchylenie standardowe zmiennej Y, SECV — btad standardowy walidacji krzyzowej
(ang. Standard Error of Cross Validation).

79



6. CHARAKTERYSTYKA WIDM OLEJOW ROSLINNYCH

6.1. Widma olejow w zakresie podstawowej podczerwieni (MIR)

Na rysunku 16 przedstawiono widmo oliwy z oliwek extra virgin (EVO1) wykonane w zakresie

podstawowej podczerwieni.

0,30
1746

0,25 \
2924
/

J 1238

0.20 1163
< ] 2853 -

0,15 ~ 1465

] 1097 723
0.10 4 3006 wrr| [\ /Y
0,05

2 3468 \ L J
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Liczba falowa [cm™]

Rysunek 16. Widmo absorpcji w zakresie MIR oliwy extra virgin (EVO1).
Na podstawie Wojcicki (2012)

Drgania pierwszego nadtonu wigzania —C=0 wystepujacego w estrach, widoczne sa
w zakresie 3440-3520 cm™. Przy liczbie falowej 3006 cm™ obecne jest pasmo pochodzace
od drgan rozciagajacych wiazania (cis) =C—H. W zakresie 2989-2881 cm™ obserwowane sa
pasma pochodzace od drgan rozciggajacych wigzania —C—H z maksimum absorpcji przy liczbach
falowych 2924 cm™ i 2853 cm™ (Gulien i Cabo 1997). Intensywne pasmo pochodzace od drgan
—C=0, charakterystyczne dla estrow widoczne jest przy liczbie falowej 1746 cm™. Przy liczbie
falowej 1465 cm™ obecne jest pasmo pochodzace od drgan zginajacych wiazania —C—H grupy
alkenylowej. W zakresie 1382-1371 cm™ pojawia si¢ pasmo o $redniej intensywnosci,
pochodzace od drgan zginajacych wigzania C—H grupy metylowej (Lerma-Garcia i in. 2010).
Niektorzy Autorzy przypisuja pasma wystepujace przy liczbie falowej 1238 em™ do grupy drgan
zginajacych poza plaszczyzng, nalezacych do metylenu (Safar i in. 1994). Intensywne pasmo
z maksimum absorpcji przy liczbie falowej 1163 cm™ zostaje przypisane drganiom
rozciagajacym wiazania —C—O. W zakresie 1106-1072 cm™ obecne jest $rednio intensywne

pasmo, pochodzace od drgan rozciggajacych wigzania —C—O.
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Pasma, ktére pojawiaja si¢ dla niektorych olejow przy liczbie falowej 914 cm™ zZwigzane
sa z drganiami zginajacymi cis grupy olefinowej (Van de Voort, Ismail i Sedman 1995) oraz
grup winylowych (Wolf i Miwa 1965). Pasmo z maksimum przy liczbie falowej 723 cm™
pochodzi¢ moze od drgan kotyszacych wigzania —(CHy),- lub zginajacych (poza ptaszczyzne
czgsteczki) wigzania -HC=CH-. W tabeli 4 przedstawiono charakterystyke pasm wyst¢pujacych

w widmach MIR olejow: potozenie i intensywno$¢ pasm oraz ich pochodzenie.

Tabela 4. Charakterystyka pasm w widmach olejow roslinnych w zakresie podstawowej podczerwieni

Zakres pasma Grupa Maksimum Rodzaj drgan Intensywnos$¢
[cm™] funkcyjna absorpcji
[cm’]
3440-3520 —C=0 (ester) 3468 Nadton Mata
3029-2989 =C-H (trans) 3025 Rozciagajace Bardzo mala
=C-H (cis) 3006 Rozciggajace Srednia
2989-2946 —C-H (CHgy) 2953 Rozciggajace (asymetryczne) Srednia
2946-2881 —C-H (CHy) 2924 Rozciagajace (asymetryczne) Bardzo duza
2881-2782 —C-H (CHy) 2853 Rozciagajace (symetryczne) Bardzo duza
1795-1677 —C=0 (ester) 1746 lub 1743 Rozciggajace Bardzo duza
—C=0 (kwas) 1711 Rozciagajace Bardzo mata
1486-1446 —C-H (CHy) 1465 Zginajace (nozycowe) Srednia
1446-1425 —C-H (CH5) 1450 Zginajgce (asymetryczne)
1425-1409 =C—H (cis) 1417 Zginajace (wahadlowe) Mata
1409-1396 =C-H 1400 Zginajace Mata
1396-1382 =C-H 1390 Zginajace
1382-1371 —C-H (CH3) 1377 Zginajace (symetryczne) Srednia
1371-1330 O-H 1359 Zginajace (kotyszace)
1330-1290 nie przypisane 1319 Zginajace Bardzo mata
1290-1211 -C-0 1238 Rozciagajace Srednia
—CHo— Zginajace
1211-1147 -C-0 1163 Rozciagajace Duza
1147-1128 -C-0 1138 Rozciagajace
1128-1106 -C-0 1118 Rozciagajace Srednia
1106-1072 -C-0 1097 Rozciagajace Srednia
1072-1043 -C-0 Rozciagajace
1043-1006 -C-0 1033 Rozciagajace Bardzo mata
1006-929 —~HC=CH- (trans) 968 Zginajace (poza plaszczyzna) Mata
929-885 —HC=CH- (cis) 914 Zginajace (poza ptaszczyzna) Bardzo mata
885-802 =CH, 850 Wahadtowe
802-754 —-C-H Zginajace (poza ptaszczyzna)
754-701 —~(CH2)i— 723 Kotyszace Srednia
—HC=CH- (cis) Zginajace (poza ptaszczyzng)
701-640 c-C 685 Zginajace (poza plaszczyzna)
O-H 650 Zginajace (poza ptaszczyzna)

Opracowano na podstawie Guillen i Cabo (1998); Silverstein, Bassler i Morrill (1991); Lerma-Garcia i in.

(2010), Vlachos i in. (2006).
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Widma w zakresie podstawowej podczerwieni wykonano dla olejow: rzepakowego
rafinowanego (RR1) i ttoczonego na zimno (R1), stonecznikowego rafinowanego (SR1)
1 ttoczonego na zimno (S1), oliwy extra virgin (EVOL1), oliwy z wyttokow (OW1) i oliwy
rafinowanej (RO1), rysunek 17 A. Widma dla danego gatunku oleju sg do siebie podobne
1 praktycznie nierozroznialne. Analizujgc widma zréznicowanych gatunkow olejéw mozna
dostrzec roznice w intensywno$ci pasm, spowodowane rdzng zawarto$cig nienasyconych
kwasow tluszczowych (najwyzsza w oleju stonecznikowym) (Rotkiewicz i in. 2002).
W obszarze 1500-500 cm™ widoczne sg roznice miedzy badanymi probkami, objawiajace si¢
rozng intensywnos$cig i ksztaltem pasm, rysunek 17 B. Oleje rzepakowe i stonecznikowe
posiadaja pasmo przy liczbach falowych 1397 cm™ oraz 914 cm™, ktére nie jest obecne
w oliwach z oliwek. W olejach stonecznikowych i rzepakowych mozna rowniez zaobserwowaé
pasmo przy liczbie falowej 3009 cm™, natomiast w oliwach z oliwek pasmo to wystepuje przy
liczbie falowej 3006 cm™, rysunek 17 C. Intensywno$¢ pasm z maksimum absorpcji przy
liczbach falowych 2853 cm™ i 2924 cm™ jest rézna w zaleznoéei od gatunku oleju. W oliwach
pasma te sg najbardziej intensywne, oleje rzepakowe cechujg si¢ mniejsza intensywnoscig

omawianych pasm, natomiast najmniejsza intensywnos$¢ pasm wykazuja oleje stonecznikowe.
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Rysunek 17. Widma absorpcji w zakresie MIR olejow: rzepakowego (R1), rzepakowego rafinowanego (RR1),
stonecznikowego tloczonego na zimno (S1), stonecznikowego rafinowanego (SR1), oliwy extra virgin (EVO1),
oliwy z wyttokow (OW1) i oliwy rafinowanej (RO1). Rysunek A — widma dla catego zakresu MIR, rysunek B —
widma dla zakresu 1600-550 cm™, rysunek C — widma dla zakresu 3100-2700 cm™. Oleje nierozcienczone.
Na podstawie badan wtasnych
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cd. Rysunku 17. Widma absorpcji w zakresie MIR olejow: rzepakowego (R1), rzepakowego rafinowanego
(RR1), stonecznikowego ttoczonego na zimno (S1), stonecznikowego rafinowanego (SR1), oliwy extra

virgin (EVO1), oliwy z wytlokéw (OW1) i oliwy rafinowanej (RO1). Rysunek A —widma dla catego
zakresu MIR, rysunek B — widma dla zakresu 1600-550 cm™, rysunek C — widma dla zakresu

3100-2700 cm™. Na podstawie badar wlasnych
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W celu porownania widm w zakresie MIR badanych olejow przeprowadzono analize¢ PCA
widm w zakresie 4000-400 cm™. Wyniki analizy PCA przedstawiono na rysunku 18. Dla
badanych olejow dwie pierwsze gtowne sktadowe opisuja 96% catkowitej wariancji zestawu

pierwotnych danych, przy czym PC1 uwzglgdnia 89% catkowitej wariancji a PC2 7%.
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Rysunek 18. Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA) widm MIR w zakresie 4000-400 cm™. Lewy panel —
wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gtowny sktadowe PC1 i PC2;
Prawy panel wykres tadunkow czynnikowych dla pierwszej gldwnej sktadowej PC1. Oleje: oliwa extra virgin
EVO1 i EVO?2, oliwa z wyttokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2, rzepakowy tloczony na zimno R1
i R2, rzepakowy rafinowany RR1 i RR2, stonecznikowy ttoczony na zimno S1, stonecznikowy rafinowany SR1.
Na podstawie badan wlasnych

Pierwsza gtowna skladowa PCI1 roznicuje badane oleje roslinne na trzy grupy.
Do pierwszej grupy nalezg oliwy: extra virgin, rafinowane 1 z wytlokéw. W drugiej grupie
znajduja si¢ oleje rzepakowe: ttoczone na zimno i rafinowane. W trzeciej — oleje stonecznikowe
(ttoczone na zimno 1 rafinowane). Takie rozmieszczenie probek zwigzane jest ze sktadem
kwasow tluszczowych w poszczegolnych gatunkach olejow. W oliwie z oliwek zawartos¢ kwasu
linolowego (C18:2) wynosi 3,5-21 (mg/kg) podczas gdy w oleju rzepakowym i stonecznikowym
odpowiednio 16-24,8 (mg/kg) i 48,2-74,2 (mg/kg). Réwniez zawartos¢ kwasu a-linolenowego
(C18:3) jest najnizsza w oliwie z oliwek (3,5-21 mg/kg), najwyzsza za§ w oleju stonecznikowym
(48,2-74,2 mg/kg). W oleju rzepakowym zawarto$¢ tego kwasu miesci sie w przedziale 16-24,8
mg/kg. Oliwa z oliwek zawiera natomiast najwiecej kwasu oleinowego (55-83 mg/kg).
Olej rzepakowy charakteryzuje si¢ zblizong zawarto$cig na poziomie 52-67 mg/kg. W oleju
stonecznikowym zawarto$¢ tego kwasu jest najnizsza (14-38 mg/kg) (Pinto i1 in. 2010).
Na podstawie analizy wykresu tadunku mozna stwierdzi¢, ze PC1 skorelowana jest ujemnie
z pasmami zwiazanymi z wystepowaniem drgafi wiazan (cis) =C-H (3006 cm™),
-C=0 (1746 cm™), -C-0 (1163 cm™) i (cis) -HC=CH- (723 cm™) oraz dodatnio skorelowana z
pasmami drgan grupy —-C—H (2924, 2853, 1465 cm™).
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W celu zbadania mozliwosci rozréznienia widm poszczegdlnych gatunkéw oliwy z oliwek,
przeprowadzono analiz¢ PCA z pominigciem pozostatych gatunkéw olejow. Do analizy
wykorzystano caty zakres widma (4000-400 cm™). Wyniki analizy przedstawiono na rysunku
19. Dla badanych oliw dwie pierwsze gltowne sktadowe opisuja 94% catkowitej wariancji
zestawu pierwotnych danych, przy czym PC1 uwzglednia 91% catkowitej wariancji a PC2 3%.
Podobnie jak w poprzedniej analizie pierwsza glowna sktadowa PC1 réznicuje oliwy
extra virgin oraz z wyttokéw i rafinowane. Na podstawie analizy wykresu tadunkéw mozna
stwierdzi¢, ze PC1 jest ujemnie skorelowana z pasmami zwigzanymi z wystgpowaniem drgan
=C-H (3006 cm™), -C=0 (1746 cm™), -C-O (1163 cm™) i CH, (723 cm™) oraz dodatnio
skorelowana z wiazaniem —C-H (2924, 2853, 1465 cm™). Na podstawie analizy PCA dla calego

zakresu spektralnego nie byto mozliwe rozroznienie oliw z wyttokéw od oliw rafinowanych.
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Rysunek 19. Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA) widm MIR w zakresie 4000-400 cm™. Lewy panel —
wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gtowny sktadowe PC1 i PC2;
Prawy panel wykres tadunkow czynnikowych dla pierwszej gtownej sktadowej PC1. Oleje: oliwa extra virgin
EVO1i EVO2, oliwa z wyttokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2.

Na podstawie badan wilasnych

6.2. Widma olejow w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR)

W widmach oliwy z oliwek w zakresie NIR obserwuje si¢ kilka charakterystycznych pasm
absorpcji, rysunek 20. Pasma wystepujace przy 8560 cm™ i 8260 cm™ pochodza od drugiego
nadtonu drgan rozciagajacych C-H. Pasma z maksimum absorpcji przy liczbie falowej 7187 cm™
i 7074 cm™ pochodza od drgan rozciagajacych 2C-H i deformacyjnych C-H. Pasma przy 5791
cm™ i 5677 cm™ pochodzg od pierwszego nadtonu drgan rozciagajacych C-H grup metylowej,
metylenowej i etylenowej. Pasma przy liczbach falowych 5260 i 5179 cm™ pochodza
od drugiego nadtonu drgan rozciggajacych C=0O. Pasmo przy liczbie falowej 4707 cm™

wywotane jest drganiami rozciggajacymi C-H i C-O. Pasma przy liczbie falowej 4662
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i 4595 cm™ pochodza od drgan rozciagajacych grupy ~HC=CH- (Hourant i in. 2000, Christy i in.

2004, Sinelli i in. 2010). W tabeli 5. przedstawiono charakterystyke pasm w widmach olejow

ro$linnych w zakresie bliskiej podczerwieni.
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Rysunek 20. Widmo absorpcji w zakresie NIR oliwy extra virgin (EVOL). Na podstawie badarn wiasnych

Tabela 5. Charakterystyka pasm w widmach olejow roslinnych w zakresie bliskiej podczerwieni

Maksimum Grupa funkcyjna Rodzaj drgan Intensywno$¢é
absorpcji [cm™]
8560 CHs- C-H Rozciagajace, drugi nadton Mata
8260 -CH,- C-H Rozciagajace, drugi nadton Srednia
7187 CHs- 2C-H rozciagajace i C-H deformacyjne Srednia
7074 -CH,- 2C-H rozciagajace i C-H deformacyjne Srednia
6010 cis R;CH=CHR,CHj3- cis CH
5791 -CH,- C-H pierwszy nadton Duza
5677 -CH,- C-H pierwszy nadton Duza
5260 C=0 Drugi nadton Mata
5179 C=0 Drugi nadton, estry Mata
4707 -COOR C-H rozciagajace i C=0 rozciagajace
4662 -HC=CH- C-H rozciagajace i C=C rozciagajace Srednia
4595 -HC=CH- =C-H asymetryczne rozciagajace i Mata
C=C rozciagajace

Widma w zakresie bliskiej podczerwieni

Na podstawie Christy i in. 2004

wykonano dla olejow:

rzepakowego

rafinowanego (RR1) i1 tloczonego na zimno (R1), stonecznikowego rafinowanego (SRI)

i tloczonego na zimno (S1), oliwy extra virgin (EVO1), oliwy z wyttokéw (OW1) 1 oliwy

rafinowanej (RO1), rysunek 21 A. Uzyskane widma dla danego gatunku oleju sg do siebie

podobne 1 praktycznie nierozréznialne. Analizujgc widma roznych gatunkow olejéw mozna
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dostrzec ich odmienny ksztalt, co spowodowane jest roznym sktadem kwaséw tluszczowych
0 czym wspomniano podczas interpretacji widm w zakresie MIR. W obszarze 9000-6500 cm™
widoczne sg réznice migdzy badanymi probkami, objawiajagce si¢ roézng intensywnoscig
i ksztaltem pasm (rysunek 21 B). Oleje rzepakowe i stonecznikowe posiadajg bardziej
intensywne pasmo przy liczbie falowej 8560 cm™ niz oliwy z oliwek. Pasmo z maksimum
absorpcji przy liczbie falowej 8260 cm™ jest natomiast bardziej intensywne w oliwach z oliwek
niz w olejach stonecznikowych i rzepakowych. Intensywno$¢ pasm z maksimum absorpcji przy
liczbach falowych 7187 cm™ i 7074 cm™ jest r6zna w zaleznosci od gatunku oleju. W oliwach
1 olejach ttoczonych na zimno: rzepakowym i stonecznikowym pasma te sg bardziej intensywne
niz w olejach rafinowanych. W zakresie 6000-5730 cm™ wystepuje pasmo, o réznym ksztalcie
i intensywno$ci w zaleznosci od gatunku oleju, rysunek 21 C. W oliwach z oliwek pasmo
to posiada maksimum absorpcji przy liczbie falowej 5791 cm™ i jest najbardziej intensywne.
W olejach rzepakowych pasmo to ma mniejsza intensywno$¢, a jego maksimum absorpcji
poltozone jest przy liczbie falowej 5795 cm™. Najmniejsza intensywnoscia charakteryzowalo sic
pasmo dla olejow stonecznikowych z maksimum absorpcji przy liczbie falowej 5810 cm™.
W analizie widm w zakresie NIR wazny jest rowniez zakres 5300-4500 cm™, w ktérym
wystepuja pasma z maksimum absorpcji przy liczbach falowych 4662 cm™ i 4595 cm™,
rysunek 21 D. Najmniejszg intensywno$cig omawianych pasm charakteryzuja si¢ oliwy z oliwek,

najwigksza za$ oleje stonecznikowe.
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Rysunek 21. Widma absorpcji w zakresie NIR olejow: rzepakowego (R1), rzepakowego rafinowanego (RR1),
stonecznikowego tloczonego na zimno (S1), stonecznikowego rafinowanego (SR1), oliwy extra virgin (EVO1),
oliwy z wyttokow (OW1) i oliwy rafinowanej (RO1). (A) — widma dla catego zakresu spektralnego, (B) — widma
dla zakresu 9000-6500 cm™, (C) — widma dla zakresu 6000-5600 cm™, (D)- widma dla zakresu 5300-4500 cm™,

Na podstawie badan wtasnych
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Cd. Rysunku 21. Widma absorpcji w zakresie NIR olejow: rzepakowego (R1), rzepakowego rafinowanego (RR1),
stonecznikowego ttoczonego na zimno (S1), stonecznikowego rafinowanego (SR1), oliwy extra virgin (EVO1),
oliwy z wyttokow (OW1) i oliwy rafinowanej (RO1). (A) — widma dla catego zakresu spektralnego, (B) — widma
dla zakresu 9000-6500 cm™, (C) — widma dla zakresu 6000-5600 cm™, (D)- widma dla zakresu 5300-4500 cm™,
Oleje nierozcienczone. Na podstawie badan wiasnych
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Na rysunku 22 przedstawiono wyniki analizy PCA dla widm absorpcji w zakresie NIR
(12500-4000 cm™). Pierwsza i druga gtéwna skltadowa wyjasniaja odpowiednio 63 i 20%
calkowitej zmienno$ci. PC1 wyjasnia zmienno$¢ zwigzang z gatunkiem oleju. Oliwy z oliwek
charakteryzuja si¢ ujemnymi wartoSciami PCl1 za§ pozostale oleje dodatnimi.
Takie rozmieszczenie probek zwigzane jest z zawarto$cig nienasyconych kwaséw tluszczowych
0 czym wspomniano podczas interpretacji wynikéw analizy PCA widm w zakresie MIR.
Na podstawie analizy wykresu tadunku mozna stwierdzi¢, ze PC1 skorelowana jest dodatnio
z pasmami przy liczbach falowych: 8560, 7074, 5791, 5260, 4662 i 4595 cm™ oraz ujemnie
z pasmami przy liczbach falowych: 8260, 7187 i 5677 cm™. Na podstawie przeprowadzonej

analizy PCA nie obserwuje si¢ zréznicowania pomi¢dzy badanymi oliwami z oliwek.
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Rysunek 22. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) widm w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR). Lewy
panel — wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze glowny sktadowe PC1
1 PC2; Prawy panel wykres tadunkéw czynnikowych dla dwoch pierwszych gtownych sktadowych PC1 i PC2.
Oleje: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2, oliwa z wytlokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2, rzepakowy
ttoczony na zimno R1 i R2, rzepakowy rafinowany RR1 i RR2, stonecznikowy ttoczony na zimno S1,
stonecznikowy rafinowany SR1. Na podstawie badan wltasnych

Kolejna analiza PCA miata na celu rozroznienie widm poszczegolnych gatunkow oliw.
Analiz¢ przeprowadzono pomijajac oleje stonecznikowe i1 rzepakowe. Do analizy wykorzystano
caly zakres widma (12500-4000 cm™). Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 23.
Dla badanych oliw dwie pierwsze gldéwne skladowe opisuja 71% caltkowitej wariancji zestawu
pierwotnych danych, przy czym PC1 uwzglednia 53% catkowitej wariancji a PC2 18%. Analiza
PCA dla calego zakresu spektralnego nie ujawnita grupowania oliw z oliwek w zalezno$ci od
zastosowanego procesu technologicznego. Na podstawie rozktadu tadunkéw wybrano obszar
(7436-4466 cm™), ktéry postuzyt do opracowania nowego modelu PCA, w ktorym PC1 byla
dodatnio skorelowana z pasmami przy liczbach falowych: 7074, 5791, 5677, 4662 i 4595 cm™

oraz ujemnie skorelowana z pasmem przy liczbie falowej 5677 i 5260 cm™. Dwie pierwsze
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gléwne sktadowe dla analizy PCA zakresu 7436-4466 cm? opisaly 93% catkowitej zmiennosci

danych. PC1 oddziela oliwy z wytlokow od oliw rafinowanych, natomiast PC2 rdznicuje oliwy

extra virgin od oliw z wyttokéw i rafinowanych.
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Rysunek 23. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) widm w zakresie NIR. Lewy panel — wykres
wspolrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gtowny sktadowe PC1 i PC2; Prawy
panel wykres tadunkow czynnikowych dla pierwszej gtéwnej sktadowej PC1; (A) wyniki analizy PCA dla zakresu

12500-4000 cm™, (B) wyniki analizy PCA dla zakresu 7436-4466 cm™. Oleje: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2,
oliwa z wyttokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2. Na podstawie badar wlasnych

6.3. Widma olejow w zakresie widzialnym (Vis)

W widmach olejow w zakresie widzialnym (Vis) wystepuja pasma charakterystyczne dla

barwnikéw karotenoidowych (w zakresie dilugosci fali 450-520 nm) i chlorofilowych.

Maksimum absorpcji dla chlorofilu a wynosi okoto 430 i 663 nm, natomiast chlorofilu b okoto

455 1 645 nm. Ponadto w olejach wystgpuja pasma z maksimum przy dtugosciach fal 666 nm

i 654 nm pochodzace odpowiednio od feofityny a i b (Ward i in.1994).

Na rysunku 24 przedstawiono widma absorpcji oleju rzepakowego (ttoczonego na zimno

i rafinowanego), stonecznikowego (tloczonego na zimno i rafinowanego) oraz oliw z oliwek:

extra virgin, z wytlokéw 1 rafinowanej. W widmach absorpcji w zakresie widzialnym obserwuje
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si¢ wyrazne réznice w zaleznosci od technologii otrzymywania oleju. W widmach olejow
rafinowanych nie odnotowano obecno$ci pasm pochodzacych od barwnikow karotenoidowych
i chlorofilowych, ktére zostaja usunigte w trakcie produkcji. Najbardziej intensywne pasmo
w zakresie absorpcji barwnikéw karotenoidowych obecne jest w oleju rzepakowym, nast¢pnie
w oliwach z oliwek (extra virgin i z wytlokow) oraz w oleju stonecznikowym. Intensywno$¢
tych pasm odpowiada zawarto$ci karotenoidow wystepujacych w olejach (w oleju rzepakowym
20-50 ppm, w oliwie z oliwek 1-6 ppm) (Rotkiewicz i in. 2002). Oliwy z oliwek (EVO i OW)
w poroOwnaniu z pozostalymi olejami, charakteryzuja si¢ wyzsza zawartosciag barwnikow
chlorofilowych, wérdd ktorych dominuje feofityna a (ok. 35 ppm). Analizujac widma w zakresie
Vis mozna dostrzec, ze badane oliwy, charakteryzowaly si¢ wicksza intensywnos$cig pasma
z maksimum absorpcji przy dhugosci fali ok. 666 nm, niz pozostate oleje. Wskazuje to na
wigkszg zawarto$¢ chlorofili w oliwach z oliwek, co jest zgodne z danymi przedstawionymi

w pracy Rotkiewicz i in. 2002 oraz Giulani, Cerretani i Cichelli 2013.

0,7 -
karotenoidy

400 500

Rysunek 24. Widma absorpcji w zakresie widzialnym (Vis) oleju rzepakowego tloczonego na zimno (R1),
rzepakowego rafinowanego (RR1), stonecznikowego ttoczonego na zimno (S1), stonecznikowego
rafinowanego (SR1), oliwy extra virgin (EVO1), oliwy z wyttokéw (OW1) i oliwy rafinowanej (RO1).
Oleje nierozcienczone. Na podstawie badan wlasnych

Wyniki analizy gléwnych skltadowych w zakresie widzialnym (350-750 nm)
przedstawiono na rysunku 25. Dla badanych olejow dwie pierwsze gtowne sktadowe opisuja
98% catkowitej wariancji zestawu pierwotnych danych, przy czym PCl wyjasnia 91%
catkowitej wariancji a PC2 7%. Sktadowa PC1 rdéznicuje badane oleje roslinne na dwie grupy:
(1) oleje rzepakowe ttoczone na zimno i oliwy z oliwek extra virgin, scharakteryzowane przez

dodatnie wartosci PC1, (2) oleje: rzepakowe rafinowane i stonecznikowe (ttoczone na zimno i
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rafinowane) oraz oliwy z wytlokow 1 rafinowane, scharakteryzowane przez ujemne wartosci
PC1. Takie rozmieszczenie probek zwigzane jest m.in. ze sposobem otrzymywania oleju. Oleje
EVO i R (nie poddane obrobce wstepnej) charakteryzuja si¢ wicksza zawarto$cig barwnikow
w stosunku do oleju stonecznikowego tloczonego na zimno, ktérego barwa jest jasniejsza.
W przypadku olejow poddanych procesom rafinacji stwierdza si¢ najmniejsza zawartos¢ tych

zwigzkow.
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Rysunek 25. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) widm w zakresie 350-750 nm. (A) — wykres
wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gtowny sktadowe PC1 i PC2; (B) -
wykres tadunkow czynnikowych dla pierwszej gldéwnej sktadowej PC1. Oleje: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2,
oliwa z wytlokdéw OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2, rzepakowy ttoczony na zimno R1 i R2, rzepakowy

rafinowany RR1 i RR2, slonecznikowy ttoczony na zimno S1, stonecznikowy rafinowany SR1.
Na podstawie badan wtasnych

W celu poréwnania widm poszczegolnych oliw z oliwek, przeprowadzono analize
glownych sktadowych z pominigciem pozostatych gatunkéw olejow, rysunek 26. Do analizy

wykorzystano caly zakres widma (350-750 nm). Do opisania 100% catkowitej zmiennosci
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danych wymagane byly dwie glowne sktadowe. Rozmieszczenie probek wzgledem osi
wyznaczonej przez PC1 jest skorelowane z zawartoscig karotenoidow i chlorofili w badanych
olejach. Pierwsza gtowna skladowa opisuje 69% calkowitej zmienno$ci i jest ujemnie
skorelowana z pasmem emisji karotenoidow i chlorofili. Sktadowa PC2 opisujaca 31%

catkowitej zmiennos$ci pozwala na rozroznienie oliw z wyttokéw od oliw rafinowanych 1 extra

virgin.
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Rysunek 26. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) widm w zakresie 350-750 nm. Lewy panel — wykres
wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gtdéwny sktadowe PC1 i PC2; Prawy
panel wykres fadunkow czynnikowych dla pierwszej gtdéwnej sktadowej PC1. Oleje: oliwa extra virgin EVO1
i EVO2, oliwa z wytlokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2.

Na podstawie badan wlasnych

6.4. Widma fluorescencji olejéw roslinnych

Na podstawie analizy widm catkowitej fluorescencji olejow roslinnych réznego pochodzenia
botanicznego, mozna wskaza¢ cechy wspolne dla tych produktow, wskazujace na wystepowanie
pewnych charakterystycznych fluoryzujgcych sktadnikoéw, rysunek 27. Wystepujace w widmie
calkowitej fluorescencji intensywne pasmo z zakresu wzbudzenia 250-320 nm i emisji 300-
350 nm pochodzi od emisji tokoferoli. Niewielkie roznice w potozeniu maksimum pasma moga
wynika¢ z obecno$ci roznych grup tokoferoli w réznych olejach ros§linnych. Diugofalowe pasma
emisji z zakresu 660-700 nm pochodzg od emisji chlorofili i feofityn. W widmach oliwy
extra virgin 1 oleju rzepakowego obserwuje si¢ dlugofalowe pasmo emisji w zakresie 660-
700 nm, ze wzbudzeniem 350-500 nm. W oleju stonecznikowym pasmo to wystepuje
w $ladowych ilosciach. Ponadto w badanych olejach wystepuja pasma w posrednim zakresie.
Dla oleju rzepakowego obecne sg dwa pasma z maksimum wzbudzenia/emisji przy okoto

350/400 nm i 380/520 nm. Dla oleju stonecznikowego obserwuje si¢ szerokie pasmo
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z maksimum wzbudzenia/emisji okoto 360/475 nm. W oliwie w z oliwek pasmo to ma mniejszg
intensywno$¢ a jego maksimum wystepuje przy dtugosci fali wzbudzenia 360 nm i emisji 510
nm.
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Rysunek 27. Mapy konturowe catkowitej fluorescencji nierozcienczonych olejow roslinnych w geometrii

odbiciowej. (A) oliwa EVO1, (B) olej stonecznikowy S1, (C) olej rzepakowy R1.
Na podstawie Wojcicki i Sikorska (2010)
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Inng metodg badania fluorescencji olejow, zawierajgcych kilka emitujacych sktadnikow
jest pomiar widm synchronicznych. W pomiarze widma wazny jest wybor odpowiedniej réznicy
miedzy dlugoscia fali emisji i wzbudzenia tzw. AL. Wraz ze wzrostem AA zwigksza si¢ szeroko$¢
spektralna pasm krotkofalowych oraz nastepuje przesunigcie pasm w strone fal krotszych wraz
ze wzrostem ich intensywnosci, rysunek 28. Parametr AL okresla zakres naktadania si¢ pasm
absorpcji i emisji fluoryzujacych zwigzkow.

W widmach synchronicznych pasmo z maksimum przy 301 nm emitowane jest przez
zwigzki z grupy tokoferoli, natomiast dlugofalowe pasmo z maksimum przy 666 nm emitowane

jest przez takie barwniki jak: chlorofil i feofityna (Sikorska 2008a).
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Rysunek 28. Widma synchroniczne fluorescencji nierozcienczonej oliwy extra virgin (EVO1) zmierzone dla
AL =10, 30, 60 nm, geometria odbiciowa.
Na podstawie Wojcicki i Sikorska (2010)

Widma synchroniczne fluorescencji (AA=10 nm) olejow: rzepakowego rafinowanego
(RR1) i ttoczonego na zimno (R1), stonecznikowego rafinowanego (SR1) i ttoczonego na zimno
(S1), oliwy extra virgin (EVOL1), oliwy z wytlokow (OWI1) i oliwy rafinowanej (RO1),
przedstawiono na rysunku 29 A. W zakresie 300-320 nm widoczne sa réznice w intensywnosci
pasma emisji w zaleznosci od gatunku oleju, rysunek 29 B. Oleje stonecznikowe charakteryzuja
si¢ najwigkszg intensywnos$cia tego pasma, pozostate oleje wykazuja nizsza intensywnosc.
Pasmo w posrednim zakresie (350-500 nm) widoczne jest w oliwie z wyttokow 1 rafinowane;
oraz w oleju stonecznikowym rafinowanym. W pozostatych olejach pasmo to jest mnigj
intensywne. Pasmo z maksimum przy dlugosci fali 666 nm jest szczegolnie charakterystyczne
dla oliw z oliwek, a w szczegolnosci oliwy extra virgin, dla ktorej przyjmuje najwicksza
intensywnos$¢. Oleje ttoczone na zimno: stonecznikowy i rzepakowy, wykazuja emisje przy tej

dhugosci fali, jednak intensywno$¢ pasma jest znacznie mniejsza niz w przypadku oliw z oliwek.
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Oleje rafinowane (stonecznikowy i rzepakowy) nie posiadajg pasma emisji z maksimum przy

dhugosci fali 666 nm.
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Rysunek 29. Widma synchroniczne (AA= 10 nm) olejow: oliwa extra virgin EVO, oliwa z wyttokow OW1,
oliwa rafinowana RO1, rzepakowy tloczony na zimno R1, rzepakowy rafinowany RR1, stonecznikowy
ttoczony na zimno S1, stonecznikowy rafinowany SR1. (A)— widma dla catego zakresu spektralnego, (B) —
widma dla zakresu 300-500 nm. Oleje nierozcienczone.

Na podstawie badan wlasnych.

Analize PCA przeprowadzono dla widm synchronicznych (AA= 10, 30, 60 nm) prébek
olejow nierozcienczonych zmierzonych w geometrii odbiciowej (front frace).

Wyniki analizy PCA widm synchronicznych fluorescencji (dla AA= 10 nm) przedstawione
na rysunku 30 A, wskazujag na mozliwo$¢ rozréznienia olejow przez dwie pierwsze gtowne

sktadowe. Oliwy z wyttokéw 1 rafinowane wykazujga dodatnie wartosci PC1 a pozostate oleje
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charakteryzuja si¢ ujemnymi wartosciami PC1. Na podstawie analizy wykresu tadunku mozna
stwierdzi¢, ze PC1, ktora opisuje 94% caltkowitej zmiennosci, jest negatywnie skorelowana
z pasmem emisji tokoferoli i pozytywnie skorelowana z pasmem emisji chlorofili.
PC2 wyjasniajaca odpowiednio 3% zmiennosci jest pozytywnie skorelowana w pasmem emisji
W posrednim zakresie 350-550 nm i1 negatywnie skorelowana z pasmem emisji w dlugofalowym
I krotkofalowym zakresie widma.

Wyniki analizy PCA widm synchronicznych fluorescencji zmierzonych dla AA=30 nm
badanych olejow zostaty przedstawione na rysunku 30 B. Sktadowa PC1 opisuje 76% catkowitej
zmienno$ci danych wyjsciowych zas PC2 11%. PC1 wyraznie roznicuje oleje na dwie grupy:
(1) oleje ttoczone na zimno (2) oleje otrzymane innymi metodami. Oleje ttoczone na zimno
(EVO, R i S) scharakteryzowane sg przez ujemne warto$ci PC1, pozostale oleje przez dodanie.
Skladowa PC1 skorelowana jest ujemnie z pasmem z maksimum emisji przy dtugosci fali okoto
290 nm i dodatnio z pasmem emisji chlorofili oraz z pasmem w posrednim zakresie (320-400
nm). W przypadku PC2 istotne jest pasmo (ujemnie skorelowane), odpowiadajace pasmu emisji
chlorofili i w po$rednim zakresie widma.

Wyniki analizy PCA widm synchronicznych fluorescencji olejow zmierzonych dla
AM=60 nm zostaly przedstawione na rysunku 30 C. Sktadowa PCI1 opisuje 86% catkowitej
zmiennos$ci danych wyjsciowych za§ PC2 9%. Analiza PCA tych widm ujawnia grupowanie
probek w zaleznos$ci od zastosowanej technologii wytwarzania. Probki olejow rozrdzniane sg na
podstawie PCI, ktora jest dodatnio skorelowana z zakresem odpowiadajacym pasmu emisji
w zakresie 310-300 nm. Oleje: EVO, R i S, scharakteryzowane sg przez ujemne wartosci PCl1,
pozostate oleje przez dodatnie. Druga glowna sktadowa jest ujemnie skorelowana z zakresem
okoto 350-450 nm i dodatnio z pasmami w zakresie okoto 290-350 nm oraz odpowiadajacym

pasmu emisji chlorofili.
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Rysunek 30. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) widm synchronicznych fluorescencji dla: (A) AA=10 nm,
(B) AXA=30 nm, (C) AA=60 nm. Lewy panel — wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez
dwie pierwsze gtowny sktadowe PC1 i PC2; Prawy panel- wykres tadunkéw czynnikowych dla dwéch gtownych
sktadowych PC1 i PC2. Oleje: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2, oliwa z wyttokéw OW1 i OW2, oliwa rafinowana
RO1 i RO2, rzepakowy tloczony na zimno R1 i R2, rzepakowy rafinowany RR1 i RR2, stonecznikowy tloczony na
zimno S1, stonecznikowy rafinowany SR1
Na podstawie badan wlasnych.
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W celu zbadania mozliwosci rozréznienia widm poszczegdlnych gatunkéw oliwy z oliwek,
przeprowadzono analiz¢ PCA z pominigciem pozostatych gatunkéw olejow. Do analizy
wykorzystano caty zakres widma (280-710 nm).

Na rysunku 31 A, przedstawiono wyniki analizy PCA widm synchronicznych oliw
zmierzonych przy AA=10 nm. W ukladzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gidwne sktadowe
obserwuje si¢ wyrazne grupowanie probek oliw w zaleznosci od gatunku. PC1 i PC2 opisuja
99% calkowitej zmiennosci danych. Sktadowa PC1 skorelowana jest dodatnio z zakresem
odpowiadajacym pasmu emisji chlorofili i r6znicuje oliwy rafinowane (scharakteryzowane przez
dodatnie wartosci PC1) od oliw extra virgin i z wytlokow. W przypadku PC2 istotne jest pasmo
w posrednim zakresie (skorelowane dodatnio) i w mniejszym stopniu pasmo pochodzace
od emisji chlorofili (skorelowane ujemnie). PC2 pozwala na rozroznienie oliw z wytlokow
(dodatnie warto$ci PC2) od pozostalych oliw (ujemne wartosci PC2).

Wyniki analizy PCA widm réznych gatunkow oliwy z oliwek dla AA=30 nm
przedstawiono na rysunku 31 B. Dla badanych oliw dwie pierwsze glowne sktadowe opisuja
94% calkowitej wariancji zestawu pierwotnych danych, przy czym PC1 uwzglednia 84%
catkowitej wariancji a PC2 10%. Skladowa PC1 skorelowana jest dodatnio z zakresem
odpowiadajacym pasmu emisji w zakresie 310-410 nm i w niewielkim stopniu z zakresem
odpowiadajagcym pasmu emisji chlorofili. PC1 roéznicuje probki na oliwy extra virgin
(scharakteryzowane przez ujemne wartosci PC1) 1 pozostate oliwy (scharakteryzowane przez
dodatnie wartosci PC1). Skladowa PC2 skorelowana jest ujemnie 2z pasmem
w zakresie 320-400 nm i dodatnio z zakresem odpowiadajacym pasmu emisji tokoferoli
1 chlorofili. PC2 pozwala na rozrdznienie oliw z wytlokow (dodatnie wartosci PC2)
od pozostatych oliw (ujemne wartosci PC2).

Wyniki analizy PCA dla widm synchronicznych (zmierzonych przy AA= 60 nm)
przedstawione na rysunku 31 C, ujawniaja grupowanie probek, zaleznie od rodzaju oliwy.
Sktadowa PC1 opisujaca 95% catkowitej zmienno$ci danych grupuje probki na oliwy extra
virgin (ujemne wartosci PC1) i pozostate oliwy (dodatnie warto$ci PC1). Sktadowa PC2 (3%)
grupuje probki na oliwy z wytlokéw (dodatnie wartosci PC2) i pozostale oliwy (ujemne warto$ci
PC2). Na podstawie wykresu tadunkéw mozna stwierdzi¢, ze PC1 jest dodatnio skorelowana
z pasmem w zakresie 310-410 nm, natomiast PC2 jest ujemnie skorelowana z pasmem

w zakresie 320-400 nm oraz dodatnio z pasmem emisji chlorofili.
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Rysunek 31. Wyniki analizy gtdéwnych sktadowych (PCA) widm synchronicznych fluorescencji dla: (A) AA=10 nm,
(B) AX=30 nm, (C) AA=60 nm. Lewy panel — wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez
dwie pierwsze glowny sktadowe PC1 i PC2; Prawy panel wykres tadunkéw czynnikowych dla dwoch gtownych
sktadowych PC1 i PC2. Oleje: oliwa extra virgin EVOI1 i EVO2, oliwa z wytlokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana

RO1 i RO2. Na podstawie badarn wiasnych

101



Dla widm synchronicznych niezaleznie od warto$ci parametru AL obserwuje si¢
grupowanie olejéw roznych gatunkoéw w uktadzie wspolrzednych wyznaczonym przez dwie
pierwsze gtowne sktadowe. Sktadowe te opisuja dla wszystkich analizowanych modeli nie mniej

niz 88% catkowitej zmiennos$ci danych.
6.5. Podsumowanie

Widma uzyskane z zastosowaniem roéznych technik spektroskopowych zawierajg informacje
0 sktadnikach chemicznych olejow. Widma w zakresie NIR i MIR to pasma pochodzace gtownie
od kwasow ttuszczowych i triacylogliceroli. Pasma w zakresie Vis przypisuje si¢ absorpcji
barwnikow karotenoidowych i chlorofilowych. Fluorescencja olejow jest wynikiem obecnosci
zwigzkow z grupy tokoferoli, chlorofili, fenoli i pozostatych fluoryzujacych sktadnikow.

Widma w zakresie NIR 1 MIR tych samych gatunkéw olejow rafinowanych i tloczonych
na zimno sg praktycznie nierozroznialne. Widma réznych gatunkow olejoéw mimo podobienstw
wykazuja odmienny ksztatt i intensywnos¢ niektoérych pasm.

W zakresie MIR istotne réznice w widmach roéznych gatunkéw olejow wystepowaly
w pasmach charakterystycznych dla drgan zwigzanych z wigzaniami podwojnymi C=C
w konfiguracji cis: 3006, 1397, 914 i 723 cm™, oraz dla dran C-H grupy —C-H (-CH,)- przy
liczbach falowych: 2853 i 2924 cm™.

W widmach w zakresie NIR charakterystyczne roznice dla réznych olejow wystgpowaly
w pasmach charakterystycznych dla drgan zwigzanych z pierwszym nadtonem C-H przy
liczbach falowych: 5791, 5810, oraz dla drgan grupy —HC=CH- przy liczbach falowych: 4662
i 4595 cm™,

Zawarto$¢ barwnikow karotenoidowych i chlorofilowych oraz tokoferoli w olejach
ros$linnych zalezy od gatunku oleju, jako$ci surowca 1 zastosowanych procesow
technologicznych podczas jego produkcji. Widma absorpcji w zakresie Vis oraz widma
synchroniczne fluorescencji, wykazywaly znaczace roznice w ksztalcie pasm w zaleznosci
od sktadu i stopnia przetworzenia oleju. W widmach w zakresie Vis olejow rafinowanych nie
odnotowano obecnosci pasm pochodzacych od barwnikéw karotenoidowych i chlorofilowych,
ktére sa usuwane w trakcie procesow produkcyjnych. W olejach tloczonych na zimno
intensywno$¢ pasma absorpcji barwnikow karotenoidowych i chlorofilowych byta uzalezniona
od rodzaju oleju.

W widmach fluorescencji wszystkich olejow wystepowaly pasma emisji tokoferoli.

Ponadto w olejach wystgpowaty inne fluoryzujace sktadniki (m.in. chlorofile), ktorych obecnos¢
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byta uzalezniona od rodzaju oleju i sposobu jego otrzymywania.
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7. BADANIA ZAFALSZOWAN OLIWY EXTRA VIRGIN

7.1. Wprowadzenie

Oliwa z oliwek typu extra virgin nalezy do najwyzszej kategorii oliw W zwigzku z tym jest
robwniez i najdrozsza. Zafalszowanie jej przez dodanie oleju tanszego lub nizszej jako$ci
(np. oleju stonecznikowego lub rafinowanej oliwy z oliwek) powoduje, ze konsument otrzymuje
produkt niepelnowartosciowy, w cenie produktu o wyzszej jakosci. Opracowanie metod
wykrywania zafalszowan oliwy jest przedmiotem intensywnych badan, ktore omodwiono
w czgsci literaturowe;.

Obecnie w literaturze istnieje wiele przykltadow zastosowan metod spektroskopowych
w badaniu zafalszowan oliwy extra virgin olejem stonecznikowym, przedstawiono je w rozdziale
2.3.3. czgsci literaturowej. Wigkszo$¢ tych prac ogranicza si¢ jednak do zastosowania jednej
techniki pomiaroweyj.

Celem pierwszego etapu badan bylo poréwnanie metod spektroskopowych w zakresie
bliskiej i podstawowej podczerwieni oraz fluorescencyjnych do badania zafalszowan oliwy extra
virgin olejem stonecznikowym.

Aktualny stan wiedzy dotyczacy zafalszowan oliwy z oliwek oliwg rafinowang badz
deodoryzowana jest stosunkowo niewielki, dlatego w drugim etapie badan podjeto probe
okreslenia sktadu procentowego mieszanin olejow (EVO z oliwa RO lub DO) na podstawie

pomiarow widm absorpcyjnych (w zakresie Vis, MIR i NIR) i emisyjnych.
7.2. Badanie zafalszowan oliwy extra virgin olejem slonecznikowym
7.2.1. Charakterystyka widm
Zakres podstawowej podczerwieni
Widma w zakresie MIR oliwy extra virgin i oleju stonecznikowego oraz ich mieszanin
przedstawiono na rysunku 32. Widma oliwy i oleju stonecznikowego sg do siebie podobne,

jednak w niektorych rejonach mozna dostrzec réznice w ksztalcie pasm, ktore zostalty omowione

szczegblowo w rozdziale dotyczacym charakterystyki widm olejow roslinnych. Wraz ze
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wzrostem stezenia oleju stonecznikowego w mieszaninie obserwuje si¢ wzrost intensywnosci

pasm w zakresie 1500-500 cm™.
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Rysunek 32. Poréwnanie widm oliwy z oliwek extra virgin (EVOT1), oleju stonecznikowego (S3) i mieszanin oliwy
extra virgin z olejem stonecznikowym (dodatek oleju fatszujgcego na poziomie 10,20,30,40 i 50%) w zakresie
podstawowej podczerwieni (MIR). Na podstawie badan wlasnych

Zakres bliskiej podczerwieni (NIR)

Widma w zakresie bliskiej podczerwieni oleju stonecznikowego i oliwy z oliwek extra virgin
oraz ich mieszanin, przedstawiono na rysunku 33. Wraz ze wzrostem stezenia oleju
stonecznikowego w mieszaninach obserwuje si¢ wzrost intensywnosci pasm w zakresach: 8865-

8042 cm?, 7270-6870 cm™ i 6256-4500 cm™.
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Rysunek 33. Poréwnanie widm oliwy z oliwek extra virgin (EVOL1), oleju stonecznikowego (S3) i mieszanin oliwy
extra virgin z olejem stonecznikowym (dodatek oleju fatszujacego na poziomie 10,20,30,40 i 50%) w zakresie
bliskiej podczerwieni (NIR). Na podstawie badan wiasnych

Widma fluorescenciji

Widma synchroniczne fluorescencji mieszanin oliwy extra virgin (EVO1) z olejem
stonecznikowym (S3) zmierzone dla AA=10, 30 1 60 nm w geometrii odbiciowe], przedstawiono
na rysunku 34. Widma przedstawiono w skali logarytmicznej.

W widmach mozna zaobserwowa¢ zmiany intensywnos$ci pasm w zaleznosci od st¢zenia
dodatku fatszujgcego w mieszaninie z oliwg z oliwek. W zakresie emisji tokoferoli (300-350 nm)
obserwuje si¢ wzrost intensywnos$ci pasma wraz ze wzrostem st¢zenia oleju stonecznikowego w
mieszaninie. Odwrotng zalezno$¢ odnotowano dla pasma odpowiadajacego emisji chlorofili
(600-700 nm). Rowniez w posrednim zakresie widma obserwuje si¢ wzrost intensywnosci pasm

wraz ze wzrostem st¢zenia oleju stonecznikowego w mieszaninie z oliwg z oliwek.
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Rysunek 34. Widma synchroniczne fluorescencji oliwy z oliwek extra virgin (EVOL1) i mieszanin oliwy extra virgin
z olejem stonecznikowym (dodatek oleju fatszujacego na poziomie 10,20,30,40 i 50%). (A) widma synchroniczne
dla AA= 10 nm, (B) widma synchroniczne dla AA= 30 nm, (C) widma synchroniczne dla AA= 60 nm. Oleje
nierozcienczone, geometria odbiciowa. Na podstawie badar witasnych
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7.2.2. Modele regresji mieszanin
Analiza PLS i PCR widm w zakresie podstawowej podczerwieni

W celu zbadania mozliwosci okreslenia st¢zenia dodatku oleju stonecznikowego
w mieszaninie z oliwg z oliwek na podstawie zmierzonych widm, przeprowadzono analiz¢
regresji PLS i PCR.

Wyniki przeprowadzonych analiz regresji przedstawiono w tabeli 6. Dla modeli PLS widm
w calym zmierzonym zakresie spektralnym (4000-400 cm™), bez zastosowania wstepnego
przeksztalcenia widm, uzyskano dobra korelacj¢ widm i poziomu zafalszowania. Analiza
wybranych zakresow widm poprawita otrzymane wyniki.

Zastosowanie przeksztatcen widm wplyneto na poprawe wynikéw regresji. W wiekszosci
przypadkow najlepsze rezultaty otrzymano po korekcji rozproszenia MSC (ang. Multiplicate
Scatter Correction, MSC) lub po zastosowaniu metody MSC dla pierwszej pochodnej widm.
Najlepszy model PLS, z jedng zmienng, otrzymano dla przeksztalcenia MSC wraz z pierwsza
pochodna dla zakresu widma 1500-900 cm™ (zakres daktyloskopowy). Wartos¢ RPD dla tego
modelu wynosita 12, co wskazuje na bardzo dobra zdolno$¢ przewidywania stopnia
zafalszowania.

Modele otrzymane dla analizy PCR charakteryzowaty si¢ zblizonymi parametrami,
W poréwnaniu z modelami otrzymanymi dla analizy PLS. Najlepszy model PCR otrzymano dla
przeksztalcenia MSC wraz z pierwsza pochodng dla zakresu widma zwanego obszarem
daktyloskopowym (1500-900 cm™). Uzyskany model réwniez cechowat si¢ bardzo dobrymi
parametrami (RPD= 11,1).

Dla wszystkich analizowanych modeli uzyskano bardzo dobrg korelacje widm w zakresie

podstawowej podczerwieni (MIR) i sktadu procentowego mieszaniny.

108



Tabela 6. Wyniki analizy regresji metodag PLS i PCR widm w zakresie MIR i sktadu mieszanin oliwy z oliwek z
olejem stonecznikowym

PLS PCR
Zakres Przeksztalcenie LV R? RMSECV SECV RPD | LV R? RMSECV SECV RPD
widma [cm] widm [%6] [%6] [%] [%6]
4000-400 1 099 1,6 1,6 9,7 1 099 1,7 1,7 9,1
MSC 1 0,96 3,3 3,4 4,7 2 0,98 2,4 2,4 6,5
MSC+1pochodna | 1 0,93 41 4,2 3,8 1 092 4,5 4,6 34
MSC+2 pochodna 5 0,68 8,7 9,0 1,8 2 0,86 10,5 10,7 14
1500-900 2 0,99 1,6 1,6 9,7 2 0,98 2 2 7,8
MSC 1 0,99 1,6 1,7 9,7 1 0,99 1,7 1,7 9,1
MSC+1 pochodna 1 0,99 1,3 14 12 1 0,99 1,3 14 111
MSC+2 pochodna | 2 0,98 1,9 1,9 8,2 2 0,99 1,7 1,7 9,1
1500-500 1 0,98 2,1 2,2 7,4 1 098 2,2 2,2 7,1
MSC 1 0,99 1,8 1,9 8,6 1 099 1,8 1,9 8,2
MSC+1 pochodna 1 0,99 14 14 11 1 0,99 14 1,4 111
MSC+2 pochodna | 2 0,94 3,9 4 4 3 092 44 4,5 34
1905-1592 2 099 1,6 1,7 9,7 2 099 1,6 1,7 9,1
MSC 2 0,99 1,3 1,3 11,9 2 0,99 1,3 1,4 111
MSC+1 pochodna | 3 0,94 3,8 3,9 4 1 091 4,6 4,7 33
MSC+2 pochodna 1 0,90 51 52 3 1 0,90 51 53 2,9
4000-2501 2 0,98 2,1 2,1 74 2 0,98 2,1 2,2 7,1
MSC 1 0,98 2,2 2,3 7 1 098 2,2 2,3 6,7
MSC+1 pochodna 1 0,99 1,7 1,7 9 1 0,99 1,7 1,7 9,1
MSC+2 pochodna | 2 0,92 4,6 47 3,4 1 089 53 5,4 2,9

Na podstawie badan wlasnych

Analiza PLS i PCR widm w zakresie bliskiej podczerwieni

W tabeli 7 przedstawiono wyniki analiz regresji widm w zakresie NIR. Dla wszystkich modeli
uzyskano znaczace korelacje dla skladu procentowego mieszanin oraz widm absorpcji
w zakresie NIR. Analizy regresji przeprowadzono zaréwno dla catego zakresu widma (12500-
4410 cm™) jak rowniez dla wybranych jego czeéci. Wybér zakresu 6150-4500 cm™ poprawit
rezultaty przeprowadzonej analizy dla calego zakresu. Nieco stabsze dopasowanie uzyskano
natomiast dla analizy widma w rejonie 9009-6410 cm™.

Najlepszy rezultaty dla analizy PLS otrzymano stosujac przeksztatcenie MSC 1 analizujac
widma w catym zakresie lub uwzgledniajac rejon 6150-4500 cm™.

Najlepsze dopasowanie dla analizy PCR wuzyskano réwniez wybierajac zakres
6150-4500 cm™, jednak w tym przypadku zastosowano przeksztalcenie MSC wraz z pierwsza
pochodna.

Modele uzyskane dla analizy regresji PLS i PCR widm w zakresie NIR charakteryzowatly
si¢ slabszym dopasowaniem niz odpowiednie modele dla widm w zakresie MIR. Najwyzsza
warto$¢ btedu RPD dla analizy PLS wynosita 8,6 (dla widm w zakresie NIR) podczas gdy dla

modelu w zakresie MIR warto$¢ RPD (dla najlepszego modelu) wynosita 12.
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Tabela 7. Wyniki analizy regresji metoda PLS i PCR widm w zakresie NIR i sktadu mieszanin oliwy z oliwek z

olejem stonecznikowym

Przeksztalcenie PLS PCR
Zakres widm LV R? RMSECV SECV RPD | LV R? RMSECV SECV RPD
widma [cm™] [%6] [%6] [%6] [%0]
12500-4410 2 0,98 2,3 2,4 6,7 2 0,98 2,4 25 6,5
MSC 1 0,99 1,8 1,9 8,6 1 0,99 19 1,9 8,2
MSC+1pochodna | 1 0,98 2,1 2,1 7.4 1 098 2,1 2,1 7.4
MSC+2 pochodna 1 0,83 6,5 6,6 2,4 10 0,72 8,3 8,5 19
6150-4500 2 098 1,9 1,9 8,2 2 098 1,9 19 8,2
MSC 1 099 1,8 1,9 8,6 1 0,99 1,8 1,9 8,6
MSC+1 pochodna | 1 0,99 1,8 1,8 8,6 1 0,99 1,8 1,8 8,6
MSC+2 pochodna 5 0,95 34 3,5 4,6 8 0,88 57 57 2,7
9009-6410 3 098 2,4 2,5 6,5 4 098 2,0 2,1 7.8
MSC 1 097 2,5 2,5 6,2 2 098 2 2,1 7.8
MSC+1 pochodna 1 0,98 2 2 7,8 1 0,98 2 2,1 7.8
MSC+2 pochodna | 4 0,91 4,8 4,9 32 5 088 5,4 55 29

Na podstawie badan wiasnych

Analiza PLS i PCR widm synchronicznych fluorescencji

Dla widm synchronicznych fluorescencji (zmierzonych dla AA=10, 30 1 60 nm) mieszanin oliwy
z oliwek 1 oleju stonecznikowego przeprowadzono analize regresji metoda PLS 1 PCR. Wyniki
z przeprowadzonych analiz regresji przedstawiono w tabeli 8.

Dla widm synchronicznych fluorescencji dla AA=10 nm najlepsze rezultaty, zarowno
dla analizy PLS jak i PCR, otrzymano analizujac $rodkowg czes¢ widma (320-500 nm)
bez koniecznosci jego przeksztalcenia. Ponadto po zastosowaniu przeksztalcenia widma dla tego
samego zakresu przy pomocy drugiej pochodnej uzyskano gorsze wyniki.

Analize widm synchronicznych fluorescencji dla AA=30 i 60 nm przeprowadzono
dla widm bez wstgpnego przeksztalcenia matematycznego oraz po przeksztalceniu przy
zastosowaniu pierwszej pochodnej. Przeksztalcenie przy wykorzystaniu drugiej pochodnej
zostalo celowo pominigte, gdyz nie poprawiato uzyskanych wynikow.

Analizujac modele otrzymane dla widm synchronicznych fluorescencji dla AA=30 nm
mozna stwierdzi¢, ze najlepsze rezultaty, zarowno dla analizy PLS jak i PCR, otrzymano
analizujgc zakres charakterystyczny dla emisji chlorofili (500-700 nm).

Dla widm synchronicznych fluorescencji zmierzonych przy AA=60 nm uzyskano wysokie
korelacje pomiedzy widmami a stopniem zafalszowania oleju. Najlepszy rezultat dla analizy
PLS otrzymano, analizujac widma w calym zakresie spektralnym (bez koniecznosci ich

przeksztatcania). Najlepsze dopasowanie modelu PCR uzyskano dla zakresu emisji chlorofili
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badz uwzgledniajac zakres posredni (320-500 nm). Otrzymany model mial nieco gorsze
dopasowanie niz model uzyskany dla analiz regresji PLS.
Dla wszystkich opracowanych modeli uzyskano dobrag korelacj¢ mi¢dzy zmierzonymi

widmami synchronicznymi fluorescencji a stopniem zafatszowania oleju.

Tabela 8. Wyniki analizy regresji metoda PLS i PCR widm synchronicznych fluorescencji (AA=10, 30 i 60 nm)
i sktadu mieszanin oliwy z oliwek z olejem stonecznikowym

Zakres Przeksztalcenie PLS PCR
AL widma widm LV R? RMSECV SECV RPD LV R? RMSECV SECV RPD
[nm] [%0] [%] [%] [%0]
280-700 4 0,98 2,3 2,4 6,7 4 0,98 2,4 2,4 6,5
1 pochodna 3 0,97 2,6 2,6 6,0 3 0,97 2,6 2,7 57
2 pochodna 2 0,90 5,2 54 3,0 7 0,88 54 55 2,8
280-320 7 0,96 3,0 31 5,2 4 0,88 5,5 5,6 2,8
10 1 pochodna 3 0,88 55 55 2,8 2 0,86 6,0 6,1 2,5
2 pochodna 3 0,44 12,0 12,1 1,3 7 0,40 12,4 12,5 1,2
320-500 2 0,98 2,1 2,2 74 2 0,98 2,1 2,2 71
1 pochodna 2 0,96 33 34 47 2 0,95 33 34 4,6
2 pochodna - - - - - - - - - -
500-700 4 0,98 2,2 2,3 71 5 0,97 2,5 2,5 6,2
1 pochodna 3 0,98 2,2 2,3 71 3 0,98 2,3 24 6,5
2 pochodna 2 0,89 53 54 2,9 7 0,88 54 55 2,8
280-700 3 0,98 2,2 2,3 71 3 0,97 2,3 2,3 6,7
1 pochodna 2 0,97 25 2,6 6,2 2 0,97 2,6 2,6 6,0
30 280-320 3 0,90 5,0 51 31 4 0,92 45 4,6 34
1 pochodna 3 0,91 47 4.8 33 4 0,89 53 54 2,9
320-500 3 0,98 2,2 2,3 71 3 0,98 2,2 2,3 71
1 pochodna 1 0,98 2,4 2,4 6,5 1 0,97 25 25 6,2
500-700 2 0,98 1,9 2,0 8,2 2 0,97 2,6 2,7 6,0
1 pochodna 2 0,98 1,9 2,0 8,2 3 0,98 2,0 2,1 7,8
280-700 3 0,99 1,6 1,7 9,7 2 0,97 2,6 2,7 6,0
1 pochodna 3 0,96 31 32 5,0 3 0,94 3,8 38 4,1
280-320 2 0,94 38 39 41 2 0,94 3,8 39 4,1
60 1 pochodna 1 0,94 39 4,0 4,0 1 0,94 39 4,0 4,0
320-500 4 0,97 25 2,6 6,2 5 0,98 2,4 2,4 6,5
1 pochodna 2 0,96 33 34 47 2 0,96 33 33 47
500-700 2 0,98 2,1 2,2 74 2 0,98 24 2,4 6,5
1 pochodna 3 0,96 31 3,2 50 3 0,94 38 39 4,1

Na podstawie niepublikowanych badan wlasnych

7.3 Badanie zafalszowan oliwy extra virgin oliwa rafinowang i deodoryzowana

7.3.1. Charakterystyka oliw

W tej czesci pracy wykorzystano do badan oliwy: extra virgin (EVO), deodoryzowane (DO)
i rafinowane (RO). Oliwa EVO stanowita mieszaning z czterdziestu oliw extra virgin. Oliwa RO
byta mieszaning dwudziestu siedem oliw rafinowanych, za$ oliwa DO sktadata si¢ z sze$ciu oliw
deodoryzowanych. Wtasciwosci oliw wykorzystanych w tym rozdziale zostaty szczegdtowo
opisane w pracy Caponio i in. (2011). W tabeli 9 przedstawiono $rednie wartosci oznaczonych

parametrow chemicznych dla badanych probek olejow. Wartosci liczby nadtlenkowej mieScity
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si¢ w granicach od 1,9-18 meqO,/kg i byly najwyzsze w oliwie dezodoryzowanej. Rowniez
zawarto$¢ pierwotnych produktow utlenienia, o ktérych informuje wspotczynnik absorpcji Kaszz
byt najwyzszy w oliwie DO. W oliwie extra virgin i rafinowanej wartosci te byly nizsze.
W oliwie RO zawartos¢ wtornych produktéw utlenienia wynosita 0,714 1 byla wyzsza niz
w pozostatych oliwach, dla ktérych wspotczynnik absorpcji Kuz7o przyjmowat wartosci 0,120
i 0,67 (odpowiednio dla EVO i DO). Ilos¢ wolnych kwasow tluszczowych byta niewielka we
wszystkich oliwach 1 wynosita 0,67, 0,54 1 0,29 g/100g, odpowiednio dla oliwy EVO, DO i RO.
Zawarto$¢ zwigzkoéw polarnych byta wyzsza w oliwach RO (4,75 g/100g) i DO (4,48 g/100Q)
w poréwnaniu z oliwg EVO (2,40 g/100g). Oligopolimery triacylogliceroli nie byty obecne
w oliwie EVO, natomiast w oliwie RO i DO ich zawartos¢ wynosita odpowiednio 0,31
i 0,05 g/100g.

Tabela 9. Srednie warto$ci parametréw chemicznych zestawow oliw: EVO, DO i RO

EVO DO RO
Wolne kwasy tluszczowe [g/100g] 0,67 0,54 0,29
Liczba nadtlenkowa [meq O,/kg] 3,8 18 19
Koz 1,310 2,445 1,729
Kz 0,120 0,167 0,714
Zwigzki polarne [g/100g] 2,40 4,38 4,75
Oligopolimery triacylogliceroli ) [g/100g] 0,00 0,05 0,31
Utlenione triacyloglicerole) [g/100g] 0,26 1,36 0,76
Diacyloglicerole) [g/100g] 1,20 2,07 3,03
Stigmastadieny) [g/100g] 0,00 0,10 5,17

Na podstawie Caponio i in. (2011)

7.3.2. Charakterystyka widm

Zakres podstawowej podczerwieni (MIR)

Widma badanych oliw w zakresie MIR przedstawiono na rysunku 35 A. Widma oliw EVO, DO
I RO nie wykazuja zauwazalnych roznic.

W celu rozréznienia poszczegdlnych oliw, przeprowadzona zostata analiza PCA. Do
analizy PCA wykorzystano po trzy widma dla kazdego oleju roslinnego. Dla badanych olejow
dwie pierwsze glowne sktadowe opisujg 88% calkowitej wariancji zestawu pierwotnych danych,
PC1 uwzglednia 66% calkowitej wariancji a PC2 22%, rysunek 35 B. Sktadowa PC1 rdznicuje

oleje na DO i EVO (scharakteryzowana przez dodanie wartosci PCl) oraz na RO
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(scharakteryzowang przez ujemne wartosci PC1). Sktadowa PC2 rdznicuje natomiast EVO i RO

(scharakteryzowane przez dodanie wartosci PC2) od DO (scharakteryzowanej przez ujemne

, .
wartosci PC2).
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Rysunek 35. (A) Widma absorpcji w zakresie MIR oliw z oliwek: extra virgin (EVO), deodoryzowanej (DO)
i rafinowanej (RO). (B) Wyniki analizy gtoéwnych sktadowych (PCA) widm w zakresie MIR. Oleje: EVO- oliwa
extra virgin, RO- oliwa rafinowana, DO- oliwa deodoryzowana. Na podstawie badan wilasnych

Zakres bliskiej podczerwieni (NIR)

Widma oliw EVO, DO i RO w zakresie bliskiej podczerwieni sg rowniez wizualnie

nierozroznialne, co przedstawiono na rysunku 36 A.
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Rysunek 36. (A) Widma absorpcji w zakresie NIR oliw z oliwek: extra virgin (EVO), deodoryzowanej (DO) i

rafinowanej (RO). (B) Wyniki analizy gtdwnych sktadowych (PCA) widm w zakresie NIR. Oleje: EVO- oliwa extra
virgin, RO- oliwa rafinowana, DO- oliwa deodoryzowana. Na podstawie badarn wiasnych

Na rysunku 36 B przedstawiono wyniki analizy PCA dla widm absorpcji w zakresie NIR
(12500-4000 cm™). Pierwsza i druga gléwna sktadowa wyjasniaja odpowiednio 82% i 17%

calkowitej zmiennos$ci. Oliwy rafinowane charakteryzuja si¢ dodatnimi warto$ciami PC1 za$
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pozostate oleje uyjemnymi. Na podstawie PC2 mozna réznicowa¢ EVO (dodatnie wartosci PC2)

od pozostatych gatunkéw oliw (ujemne wartosci PC2).

Zakres widzialny (Vis)

Widma EVO i DO charakteryzuja si¢ podobng intensywnos$cig pasm pochodzacych od absorpcji
chlorofili i1 feofityn, natomiast intensywno$¢ pasm pochodzacych od karotenoidow jest nizsza
w DO. Widmo absorpcji RO charakteryzuje si¢ wystgpowaniem tylko §ladowych ilosci pasm
pochodzacych od absorpcji barwnikéw, poniewaz zostaly one usunigte w procesie rafinacji,

rysunek 37.
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Rysunek 37. Widma absorpcji w zakresie widzialnym (Vis) oliwy extra virgin (EVO), deodoryzowanej (DO)
i rafinowanej (RO). Na podstawie badan wltasnych

Widma fluorescencji

Widma catkowitej fluorescencji 1 widma synchroniczne catkowitej fluorescencji oliw
EVO, DO i RO przedstawiono na rysunku 38. Widma zmierzono w geometrii odbiciowej.
Najbardziej wyrazne rdznice pomigdzy widmami badanych ooliw obserwuje si¢ w posrednim
zakresie widma. W widmach EVO widoczne jest jedno pasmo w zakresie dlugosci fali
wzbudzenia 320-390 nm i dlugosci fali emisji 440-580 nm. W widmie DO obserwuje si¢
dodatkowe pasmo w zakresie dtugosci fali wzbudzenia 310-330 nm i dtugosci fali emisji 370-

490 nm. W oliwie RO widocznie sg natomiast dwa intensywne pasma w posrednim zakresie.
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Widma synchroniczne catkowitej fluorescencji badanych oliw przedstawiono na rysunku
38. W widmach emisji oliwy EVO widoczne sa pasma ze wzbudzeniem: ponizej 310 nm
(pochodzace od emisji tokoferoli), 310-350 nm, 350-380 nm i powyzej 550 nm (przypisane
emisji chlorofili i feofityn). W widmach emisji DO widoczne sa pasma w zakresie 320-370 nm,
natomiast RO charakteryzujg si¢ relatywnie stabym pasmem w zakresie 290-320 nm oraz

dwoma intensywnymi pasmami przy dtugosci fali 500 nm i powyzej 550 nm.
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Rysunek 38. Mapy konturowe widm catkowitej fluorescencji dla AA=10-100 nm (gérny panel) i widm
synchronicznych catkowitej fluorescencji (dolny panel) oliwy extra virgin, deodoryzowanej i rafinowanej,
geometria odbicia, oleje nierozcienczone. Na podstawie badan wiasnych

Widma synchroniczne fluorescencji dla AA=10 nm przedstawiono na rysunku 39.
Z powodu roznic wynikajacych z intensywno$ci pasm, widma synchroniczne fluorescencji
zostaly przedstawione w skali logarytmicznej. Pasmo odpowiadajgce emisji tokoferoli (301 nm)
ma najwigkszg intensywnos¢ dla oliwy EVO, za$ dla oliw DO 1 RO intensywnos¢ ta jest
mniejsza. Dla EVO ponizej 300 nm wystepuje dodatkowe pasmo odpowiadajgce emisji
zwigzkow fenolowych. Pasma odpowiadajace emisji barwnikéw z grupy chlorofili (666nm) maja
zblizong intensywno$¢ dla oliwy EVO 1 DO, dla oliwy RO intensywno$¢ ta jest nizsza. W
zakresie 320-500 nm mozna zaobserwowaé roznice w ksztalcie pasm w zaleznosci od gatunku
oliwy. Dla oliwy RO intensywnos$¢ pasm w tym zakresie jest najwyzsza, za$ dla DO, najnizsza.

Przebieg widma dla oliwy EVO jest zblizony do przebiegu widma oliwy DO.
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Rysunek 39. Widma synchroniczne fluorescencji (AA=10 nm) oliwy extra virgin (EVO), oliwy deodoryzowanej
(DO) i oliwy rafinowanej (RO), oleje nierozcienczone, geometria odbiciowa, skala logarytmiczna.
Na podstawie badan wiasnych

7.3.3. Modele regresji mieszanin

Analiza PLS i PCR widm w zakresie podstawowej podczerwieni

Wyniki analiz regresji dla widm w zakresie MIR przedstawiono w tabeli 10.
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Tabela 10. Wyniki analizy regresji metoda PLS i PCR widm w zakresie MIR i sktadu mieszanin oliwy extra virgin

z oliwa rafinowang i deodoryzowana

Przeksztalcenie PLS PCR
Zakres widma widma LV R? RMSECV RPD | LV R? RMSECV  RPD
[em™] [9/100g] [9/100g]
4000-400 4 0,957 48 45 4 0,924 6,4 33
MSC 4 0,963 45 4.8 4 0,916 6,8 3.2
MSC+1 pochodna 2 0,926 6,3 34 3 0,910 7,0 3,0
MSC+2 pochodna 4 0,915 6,8 3,2 9 0,884 79 2,7
1500-900 4 0,982 31 6,9 6 0,980 33 6,5
MSC 3 0,983 3,0 7.2 8 0,962 48 4.4
MSC+1 pochodna 3 0,985 2,9 7.4 3 0,981 3.2 6,7
MSC+2 pochodna 1 0,968 42 51 2 0,965 4,4 4,9
1500-500 5 0,973 38 5,7 7 0,963 45 48
MSC 3 0,983 3,0 7.2 3 0,966 43 4,9
MSC+1 pochodna 4 0,970 4,0 5,4 4 0,960 47 4,6
MSC+2 pochodna 4 0,948 53 41 5 0,915 6,8 3,1
1905-1592 5 0,927 6,3 34 7 0,919 6,6 3,5
MSC 5 0,938 5,8 37 5 0,918 6,7 32
MSC+1 pochodna 3 0,945 55 39 4 0,948 53 41
MSC+2 pochodna 3 0,943 5,6 38 3 0,938 5,8 3,7
4000-2501 6 0,980 33 6,5 6 0,966 43 5,0
MSC 6 0,985 2,9 7.4 6 0,969 41 5.2
MSC+1 pochodna 1 0,931 6,1 35 2 0,940 57 37
MSC+2 pochodna 2 0,932 6,0 3,6 3 0,936 5,9 3,6

Na podstawie badan wlasnych

Dla wszystkich analizowanych modeli uzyskano dobra korelacj¢ widm w zakresie MIR
i sktadu procentowego mieszanin oliw.

Dla modeli PLS widm w catym zakresie spektralnym 4000-400 cm™, bez wykorzystania
przeksztatcenia widma, uzyskano dobra korelacj¢ widm i sktadu mieszanin oliw. Lepsze wyniki
otrzymano wykorzystujac do analiz tylko wybrane zakresy widma. Jedynym wyjatkiem byt
model otrzymany dla zakresu 1905-1592 cm™. Model dla tego zakresu charakteryzowat sig
gorszymi wynikami niz otrzymany model dla catego zakresu widma. Zastosowanie
przeksztalcen widm wplyneto na wyniki regresji. W wiekszosci przypadkow najlepsze rezultaty
otrzymano dla przeksztatcenia MSC lub przeksztalcenia MSC wraz z pierwsza pochodna.
Najlepszy model PLS, z trzema zmiennymi otrzymano dla przeksztatlcenia MSC wraz z pierwsza
pochodna dla zakresu 1500-900 cm™ (tzw. zakres daktyloskopowy). Modele otrzymane
z zastosowaniem metody PCR charakteryzowaly si¢ gorszymi parametrami i1 wymagaty
zastosowania wigkszej lub tej samej liczby zmiennych w poréwnaniu z modelami otrzymanymi
dla analizy PLS. Najlepszy model PCR otrzymano dla przeksztatlcenia MSC wraz z pierwsza
pochodna zakresu daktyloskopowego (1500-900 cm™). Wartos¢ RPD dla najlepszego modelu
PLS wynosita 7,4 a dla modelu PCR 6,7 , oznacza to, ze uzyskane modele charakteryzujg si¢

dobrg zdolnos$cig przewidywania zafalszowania.
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Analiza PLS i PCR widm w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR)

Wyniki analiz regresji dla widm w zakresie NIR przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Wyniki analizy regresji metoda PLS i PCR widm absorpcji w zakresie NIR i sktadu mieszanin oliwy

z oliwek extra virgin z oliwg rafinowana i deodoryzowang

Przeksztalcenie PLS PCR
Zakres widma widm LV R? RMSECV RPD | LV R? RMSECV  RPD
[em™] [9/100g]] [9/100g]
12 500-4000 8 0,971 4,0 5,4 12 0,973 38 55
MSC 6 0,967 472 51 10 0,968 41 51
MSC+1 pochodna 4 0,960 47 4,6 4 0,954 5,0 43
MSC+2 pochodna 5 0,968 41 51 9 0,960 47 46
6150-4500 7 0,967 42 5,1 8 0,958 47 45
MSC 6 0,977 35 6,1 7 0,962 4,5 48
MSC+1 pochodna 5 0,972 3,9 55 6 0,979 3,4 6,3
MSC+2 pochodna 3 0,960 4,6 4,6 5 0,953 5,0 4,2
4500-4000 6 0,974 37 57 7 0,955 4,9 43
MSC 5 0,969 41 52 6 0,962 45 47
MSC+1 pochodna 6 0,962 45 47 7 0,940 57 38
MSC+2 pochodna 6 0,941 5,6 38 13 0,945 5,4 39
9009-6410 6 0,960 47 4.6 7 0,956 4,9 4,4
MSC 6 0,957 48 45 6 0,950 52 41
MSC+1 pochodna 4 0,941 5,6 38 5 0,932 6,0 35
MSC+2 pochodna 5 0,896 75 2.8 6 0,851 9,0 2,4

Na podstawie badan wlasnych

Dla wszystkich otrzymanych modeli uzyskano znaczace korelacje sktadu procentowego
mieszanin oraz widm absorpcji w zakresie NIR. Analizy regresji przeprowadzono zaréwno dla
catego zakresu widma (12500-4410 Cm'l) jak rowniez dla wybranych jego czgsci. Wybor
zakresu 6150-4500 cm™ poprawil rezultaty przeprowadzonej analizy dla calego zakresu.
Najlepszy rezultaty dla przeprowadzonej analizy PLS otrzymano stosujac przeksztatcenie MSC
i analizujac widma w rejonie 6150-4500 cm™. Najlepsze dopasowanie dla analizy PCR uzyskano
rowniez wybierajac zakres 6150-4500 cm™, jednak w tym przypadku zastosowano
przeksztatcenie MSC wraz z pierwszg pochodna.

Najwyzsza wartos¢ RPD otrzymano dla modelu analizy regresji PLS widma
w zakresie 6150-4500 cm™. Model ten charakteryzowat si¢ rowniez najnizsza wartoscig btedu
RMSECV.
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Analiza PLS i PCR widm w zakresie widzialnym (Vis)

Wyniki analiz regresji widm w zakresie widzialnym, ktore sg stosunkowo proste i dotyczg pasm

pochodzacych od karotenoidéw i chlorofili, przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Wyniki analizy regresji metodg PLS i PCR widm w zakresie Vis i sktadu mieszanin oliwy extra virgin z

oliwa rafinowang i deodoryzowana

PLS PCR
Zakres widma Przeksztalcenie LV R? RMSECV RPD | LV R? RMSECV  RPD
[nm] widm [9/100g] [9/100g]

350-710 6 0,971 4,0 5,4 3 0,930 6,1 3,5
MSC 2 0,971 4,0 5,4 2 0,971 4,0 5,4

MSC+1 pochodna 3 0,960 47 46 4 0,968 41 51

MSC+2 pochodna 4 0,968 4,1 51 4 0,969 4,1 52

350-550 6 0,980 3,3 6,5 7 0,982 31 6,7
MSC 2 0,970 4,0 52 2 0,970 4,1 52

MSC+1 pochodna 2 0,951 51 41 2 0,947 53 4,0

MSC+2 pochodna 4 0,969 41 52 4 0,970 40 54

600-710 6 0,979 3.4 6,3 6 0,979 34 6,3
MSC 6 0,975 3,7 58 7 0,981 3,2 6,5

MSC+1 pochodna 4 0,973 3.8 5,7 5 0,978 34 6,3

MSC+2 pochodna 3 0,959 4,7 4,5 5 0,978 3,5 6,1

Na podstawie badan wiasnych

Otrzymane modele regresji dla widm w zakresie widzialnym charakteryzowaty si¢ dobra
korelacjg widm i sktadu mieszanin oliw. Analiza zakresu 350-550 nm lub 600-710 nm pozwolita
uzyska¢ najlepsze dopasowanie. Nieco gorsze wyniki uzyskano dla analiz uwzgledniajac caty
zakres widma (350-710 nm). Wstepne przeksztalcenie widm, nie poprawito otrzymanych
rezultatow. Najlepszy model PLS, z sze$cioma zmiennymi, otrzymano dla zakresu 350-550 nm.
Najlepsze dopasowanie dla przeprowadzonej analizy regresji PCR uzyskano rowniez dla tego
zakresu, bez konieczno$ci stosowania przeksztatcen matematycznych. Wartosci wspodtczynnikow
R? i niskie bledy RMSECV wskazuja na dobra korelacje widm w zakresie Vis

1 stezenia dodatku oliwy.
Analiza PLS i PCR widm synchronicznych fluorescenc;ji
Widma synchroniczne fluorescencji zmierzone dla AA=10 nm, zostaly wykorzystane do

zbudowania modeli regresji w celu okreslenia skladu procentowego mieszanin olejow

roslinnych. Wyniki z przeprowadzonych analiz regresji PLS 1 PCR przedstawiono w tabeli 13.
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Tabela 13. Wyniki analizy regresji metoda PLS i PCR widm synchronicznych fluorescencji (AA=10 nm) i sktadu

mieszanin oliwy extra virgin z oliwg rafinowang i deodoryzowana

PLS PCR
Zakres widma Przeksztalcenie LV R? RMSECV RPD LV R? RMSECV RPD
[nm] widm [9/1009] [9/100g]
280-690 5 0,986 2,7 8,0 5 0,982 3,1 6,9
1 pochodna 5 0,988 2,6 8,3 4 0,973 3,9 55
2 pochodna 4 0,951 5,2 4,1 4 0,945 54 3,8
280-320 4 0,886 7,8 2,7 4 0,882 8,0 2,7
1 pochodna 3 0,898 74 2,9 4 0,901 7,3 2,9
2 pochodna 3 0,833 9,5 2,2 3 0,835 9,4 2,2
320-500 4 0,879 8,1 2,6 7 0,885 79 2,7
1 pochodna 4 0,875 8,2 2,6 9 0,889 7,7 2,8
2 pochodna 7 0,648 13,8 1,5 7 0,532 15,9 13
500-690 5 0,988 2,5 8,9 5 0,988 2,5 8,6
1 pochodna 5 0,989 2,4 8,6 4 0,975 3,7 58
2 pochodna 4 0,952 51 42 4 0,948 53 40

Na podstawie badan wiasnych

Uzyskane modele regresji (PLS 1 PCR) dla catego zakresu spektralnego charakteryzowaly
sic wysokimi warto$ciami parametréw R? i niskimi bledami RMSECV.

Nieznaczng poprawe parametréw regresji otrzymano kiedy analizowano rejon 500-690 nm,
charakterystyczny dla emisji feofityn. Najlepszy model regresji PLS otrzymano wtasnie dla tego
zakresu stosujac przeksztatcenie widma przy pomocy pierwszej pochodnej. Nieco gorsze wyniki,
w poréwnaniu do modeli otrzymanych dla catego =zakresu, uzyskano dla analizy
z uwzglednieniem emisji dla zakresu 280-320 nm i 320-500 nm.

Najlepsze dopasowanie dla modelu PCR réwniez otrzymano dla catego badanego zakresu
(500-690 nm). Otrzymany model miat nieco gorsze dopasowanie niz model uzyskany dla analiz

regresji PLS.
Analiza PLS i PCR potgczonych zakresow widm
Wyniki analizy regresji dla potagczonych widm ze wszystkich badanych zakresow (IR,

NIR, Vis 1 fluorescencji) oraz kombinacji zakresow: MIR 1 NIR, NIR 1 Vis, Vis i1 fluorescencja

oraz MIR i fluorescencji, przedstawiono w tabeli 14.
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Tabela 14. Wyniki analizy regresji metoda PLS i PCR dla potaczonych zakreséw i sktadu mieszanin oliwy extra

virgin z oliwg rafinowang i deodoryzowang.

PLS PCR
Zakres widma LV R® RMSECV RPD | LV R? RMSECV  RPD
[9/100g] [9/100g]

MIR + NIR (caly zakres) 5 0,974 3,7 58 6 0,951 52 4,1

MIR + NIR (wybrany zakres) 6 0,972 3,9 55 6 0,974 3,7 5,8
NIR + Vis (caty zakres) 3 0,972 3,9 55 3 0,973 3,8 57
NIR + Vis (wybrany zakres) 3 0,976 3,6 6,0 3 0,976 3,6 6,0
Vis + Fluorescencja (caty zakres) 4 0,957 4.8 45 4 0,959 4,7 4,6
Vis + Fluorescencja (wybrany zakres) 2 0,963 52 41 4 0,966 43 50
MIR + Fluorescencja (caty zakres) 5 0,967 4.2 51 7 0,965 4,3 5,0
MIR + Fluorescencja (wybrany zakres) 5 0,963 4.4 4,9 6 0,964 4,4 4,9
MIR + NIR + Vis + FL (caty zakres) 2 0,949 53 41 3 0,959 47 4,6
MIR + NIR + Vis + FL (wybrany zakres) 2 0,956 4,9 4.4 3 0,967 4,2 51

Wybrany zakres: IR (1500-900 cm™), NIR (6150-4500 cm™), Vis (350-500 nm), FL (500-690 nm). Na podstawie

badan wlasnych

Dla wszystkich modeli regresji otrzymano wysoka korelacj¢ pomigdzy widmami a sktadem
procentowym mieszanin oliw. Jednak parametry modeli kalibracyjnych byly gorsze niz dla
analizy pojedynczych zakresow. Najlepszy model PLS uzyskano dla potaczonego zakresu NIR
i Vis. Model ten charakteryzowal sie wysoka wartoscia wspotczynnika R? (0,976) i niskim
btedem RMSECV (3,6). Warto§¢ RPD na poziomie 6,0 informowala, ze model ten ma dobrg

zdolnos$¢ przewidywania stopnia zafalszowania.
7.3.4. Ilo$ciowa analiza mieszaniny olejéw na podstawie uzyskanych modeli kalibracyjnych

Uzyskane modele regresji PLS i PCR, o najlepszym dopasowaniu, wykorzystane zostaly do
przewidywania stopnia zafalszowania oliwy z zestawu probek testowych. Zestaw ten sktadat si¢
z 20 prébek, ktérych widma poddano tym samym przeksztalceniom matematycznym jak widma
w zestawie kalibracyjnym. Na rysunku 40 przedstawiono zalezno$¢ rzeczywistego sktadu
mieszanin olejoéw 1 wyznaczonego na podstawie modeli regresji PLS dla prébek zestawu

testowego.
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Rysunek 40. Wyniki analizy regresji metodg PLS widm w zakresie Vis, NIR i MIR oraz widm synchronicznych
fluorescencji (AA=10 nm), zalezno$¢ rzeczywistego sktadu mieszanin olejow i wyznaczonego na podstawie modelu

regresji dla probek testowych. Na podstawie badan wiasnych

Szczegdtowe wyniki przedstawiono w tabeli 15. Sredni kwadratowy btad przewidywania
(RMSEP) miescit si¢ w granicach 2,1-3,9 g/100g co odpowiada btedowi wzglednemu na
poziomie 5,8-11,6%. Jako$¢ modeli oceniono réwniez na podstawie wartosci RPD, ktore dla
wszystkich otrzymanych modeli miescity si¢ w granicach 5,5-10,2 co wskazuje na dobra
zdolno$¢ przewidywania wartosci zafalszowania. Najlepsze dopasowanie otrzymano dla
przeprowadzonej analizy PLS widm w zakresie podstawowej podczerwieni (MIR). Modele dla
widm w zakresie widzialnym (Vis) charakteryzowaly si¢ wyzszymi btgdami RMSECV
1 nizszymi RPD. Najstabsze dopasowanie otrzymano dla modelu w zakresie bliskiej

podczerwieni (NIR) po przeksztatceniu MSC.
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Tabela 15. Wyniki przewidywania sktadu mieszanin olejow na podstawie modeli kalibracyjnych PLS i PCR dla
widm w zakresie Vis, NIR i MIR oraz widm synchronicznych fluorescencji (AA=10 nm) i rzeczywistego sktadu

mieszanin oliw.

Przeksztalcenie

Zakres widma . R? RMSECV [g/100g] RPD
widm

MIR PLS 1500-900 cm™ MSC+1 pochodna | 0,990 2,1 10,2
MIR PCR 1500-900 cm™ MSC+1 pochodna | 0,987 2,5 8,6
NIR PLS 6150-4500 cm™ MSC 0,967 39 55
NIR PCR 6150-4500 cm™ MSC+1 pochodna | 0,984 2,7 8,0
VIS PLS 350-550 nm 0,972 3,6 6,0
VIS PCR 350-550 nm 0,974 3,5 6,1
FL PLS 280-690 nm 1 pochodna 0,981 2,9 7,4
FL PLS 500-690 nm 1 pochodna 0,981 2,9 7,4
FL PCR 500-690 nm 0,979 3,0 7,2

FL — widma synchroniczne fluorescencji zmierzone przy (AA=10 nm),
Na podstawie badarn wiasnych

7.4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania mialy na celu okre§lenie przydatnosci wybranych metod
spektroskopowych do wykrywania zafalszowan oliwy z oliwek extra virgin. Analiz¢ widm
mieszanin oliwy z oliwek extra virgin z dodatkiem oleju stonecznikowego badz oliwy
rafinowanej lub deodoryzowanej przeprowadzono z zastosowaniem metod regresji PLS i PCR.
W pierwszym etapie pracy badano mieszaniny oliwy extra virgin z olejem
stonecznikowym. Najlepsze rezultaty analiz regresji PLS otrzymano dla widm w zakresie MIR
(po przeksztalceniu MSC i obliczeniu pierwszej pochodnej) uwzgledniajac czes¢ widma 1500-
900 cm™. Uzyskany model kalibracyjny PLS charakteryzowat si¢ wysoka warto$cia RPD réwna
12, co wskazuje na bardzo dobrg zdolnos$¢ przewidywania sktadu procentowego mieszaniny.
Dla widm w zakresie NIR najlepsze modele charakteryzowaty si¢ warto$cig RPD rowng 8,6.
Modele regresji PLS dla widm synchronicznych fluorescencji zmierzonych przy AA= 10,
30 i 60 nm, rowniez charakteryzowaty si¢ dobra zdolnoscig przewidywania sktadu mieszanin
oliw. Najlepszy model kalibracyjny PLS otrzymano dla widm synchronicznych zmierzonych
dla AAx=60 nm (R*= 0,99 , RPD=9,7). Modele otrzymane z zastosowaniem metody regresji PCR
charakteryzowaty si¢ podobnymi lub nieco nizszymi warto§ciami RPD i wyzszymi RMSECV

I SECV niz modele otrzymane z zastosowaniem regresji PLS.

123



W drugim etapie pracy badano zafalszowania oliwy EVO (stanowigcg mieszaning
z czterdziestu oliw extra virgin) oliwg DO (mieszanina szesciu oliw deodoryzowanych) i oliwg
RO (mieszanina dwudziestu siedmiu oliw rafinowanych).

Najlepsze rezultaty z analiz regresji PLS i PCR otrzymano dla widm synchronicznych
fluorescencji (AA= 10 nm). Model kalibracyjny charakteryzowal si¢ wysokg wartoscia RPD
réwng 8,6.

Dla widm w zakresie MIR najlepszy model PLS uzyskano po przeksztatceniu MSC i
obliczeniu piewrszej pochodnej, dla zakresu widma 1500-900 cm™. Model ten charakteryzowat
sie wartociami R*~ 0,985 i RPD=7 4.

Dla najlepszego modelu kalibracyjnego PLS dla widm w zakresie NIR warto§¢ RPD
wynosila 6,1 a R%=0,977.

Najlepszy model PLS dla widm w zakresie Vis otrzymano dla zakresu 350-550 nm.
Warto$¢ wspotczynnika R? (0,980) i RPD (6,5), wskazywala na dobra zdolno$é przewidywania
sktadu mieszaniny.

Modele otrzymane metoda PCR charakteryzowaty si¢ podobnym poziomem dopasowania
jak modele otrzymane dla metody PLS. Laczna analiza widm otrzymanych z zastosowaniem
réznych technik spektroskopowych nie wplyneta na poprawe uzyskanych wynikow.

W wyniku walidacji modeli kallibracyjnych na podstawie oznaczen dla zestawu testowego
sktadajacego si¢ z dwudziestu mieszanin oliw otrzymano nastepujace wyniki (R? i RPD) dla
analiz PLS: MIR (0,99 i 10,2), NIR (0,967 i 5,5), Vis (0,972 i 6,0) i fluorescencja, AA= 10 nm
(0,981 1 7.4). Zblizone parametry uzyskano dla oznaczen z zastosowaniem modeli

kalibracyjnych PCR.
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8. OCENA STABILNOSCI OKSYDACYJNEJ OLEJOW ROSLINNYCH

8.1. Wprowadzenie

Jako$¢ olejow roslinnych w wyniku zachodzacych procesow utleniania (Morello, Motilva
i Romero 2004). Oleje roslinne charakteryzujg si¢ zréznicowang odpornoscia na utlenianie.

W zwigzku z coraz wigksza dostepnoscig 1 konsumpcjg olejow tloczonych na zimno
réznych gatunkow, przeprowadzono badania majace na celu pordéwnanie stabilnosci
oksydacyjnej oliw, olejow rzepakowych 1 slonecznikowych, tloczonych na zimno
i rafinowanych.

W analizie, oprocz konwencjonalnych metod oceny jakosci olejow, wykorzystano techniki

spektroskopowe w zakresie MIR, NIR 1 Vis oraz spektroskopi¢ fluorescencyjna.

8.2. Ocena stabilnos$ci oksydacyjnej olejow na podstawie parametréw chemicznych

Stabilnos¢ oksydacyjna olejow zostala oceniona na podstawie wynikéw testu
termostatowego. Test termostatowy nalezy do najczesciej stosowanych testow przyspieszonych,
poniewaz daje wyniki w krotkim czasie (Skolimowska, Skolimowski i Wedzisz 2009).
Eksperyment polegal na przechowywaniu probek olejow w termostacie w temperaturze 60°C,
w otwartych szerokich naczyniach i okresowym (co trzy dni) oznaczaniu zmian warto$ci LO
i LK. Calkowity czas badania wynosit 15 dni. Do badan wybrano oleje ttoczone na zimno
I rafinowane: stonecznikowe, rzepakowe i oliwy z oliwek. Oleje te charakteryzujg si¢ roznym
sktadem kwasow thuszczowych i réznorodng zawarto$cig antyoksydantéw, a wiec ich podatno$c¢
na utlenianie jest odmienna.

Wartosci liczby nadtlenkowej dla $wiezych olejow rzepakowych i oliw z oliwek miescity
si¢ w granicach 1,13 — 15 meq O,/kg. Dopuszczalne wartosci LO ( <15 meq Oy/kg dla olejow
ttoczonych na zimno i < 10 meq Oz/kg dla olejow rafinowanych) (Codex Alimentarius,
PN-ISO 3960:1996) zostaly przekroczone w oleju stonecznikowym tloczonym na zimno
(30,1 meqg O2/kg) i w oleju stonecznikowym rafinowanym (19,4 meq O,/KQ).

Na rysunku 41 przedstawiono zmiany liczby nadtlenkowej. W tescie termostatowym oliwy
z oliwek charakteryzowaly si¢ najwyzszg stabilnoscig oksydacyjng. Oleje rzepakowe bylty mniej
stabilne. Najwigkszy przyrost pierwotnych produktow utleniania obserwowano w olejach

stonecznikowych. Zmiany warto$ci liczby nadtlenkowej badanych olejow byly podobne do
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prezentowanych w pracach: Koski i in. (2002, 2003); Goérnas$ i in. (2005); Nissiotis i Tasioula-
Margari (2002); Wroniak, Kwiatkowska i Krygier (2006a).
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Rysunek 41. Zmiany liczby nadtlenkowej dla oliw: extra virgin (EVO1 i EVO2), z wytlokéw (OW1 i OW2)
i rafinowanych (RO1 i RO2), olejow rzepakowych: ttoczonych na zimno (R1 i R2) i rafinowanych (RR1 i RR2)
oraz oleju stonecznikowego: ttoczonego na zimno (S1) i rafinowanego (SR1) w teécie termostatowym (60°C).
Na podstawie badan wiasnych

Wartosci liczby kwasowej (LK), okreslajacej 1los¢ wolnych kwasow ttuszczowych dla olejow
swiezych (spetniajagcych wymagania norm) wynosity od 0,16 do 2,8 mg KOH/g. Oznacza to,
ze oleje te spelnialy wymagania jakosciowe (Codex Alimentarius, PN-ISO 660:1998).
Dopuszczalne wartosci LK ( <4,0 mg KOH/g dla olejow ttoczonych na zimno i < 0,6 mg KOH/g
dla olejow rafinowanych) zostaly przekroczone w oleju stonecznikowym ttoczonym na zimno
(5,9 mg KOH/g). Dla pozostatych olejow uzyskano zblizony zakres LK do tych, ktére podaja
Tynek i in. (2012), Wroniak i wspétautorzy (2006a, 2006b). Najnizszg wartos¢ LK posiadata
oliwa OW1, za$ najwyzszg wspomniany olej stonecznikowy (S1). Zmiany liczby kwasowej w
tescie termostatowym dla badanych olejéw byly niewielkie i nawet w pigtnastym dniu nie

przekraczaty dopuszczalnych warto$ci (z wyjatkiem oleju S1), rysunek 42.
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Rysunek 42. Zmiany liczby kwasowej (LK) dla oliw: extra virgin (EVO 1, 2 i 3), z wyttokow (OW1)
i rafinowanych (RO1 i RO2), olejow rzepakowych: ttoczonych na zimno (R1 i R2) i rafinowanych (RR1 i RR2)
oraz oleju stonecznikowego: ttoczonego na zimno (S1) i rafinowanego (SR1) w teécie termostatowym (60°C).
Na podstawie badan wiasnych

8.3. Badanie stabilnos$ci oksydacyjnej olejow z zastosowaniem spektroskopii oscylacyjnej

Na rysunku 43 przedstawiono widma absorpcji w zakresie podstawowej podczerwieni
wybranych olejow swiezych i poddanych testowi. W widmach ogrzewanej oliwy z oliwek extra
virgin (rysunek 43 A) obserwuje si¢ niewielkg zmiane¢ intensywnosci pasma przy liczbie falowej
3008 cm™ w stosunku do widm oliwy $wiezej. Analiza widm oleju rzepakowego (rysunek 43 B)
uyjawnita zmiany w widmach pod wplywem ogrzewania. Wraz ze wzrostem czasu ogrzewania
nastepuje niewielki wzrost intensywnosci pasma absorpcji z maksimum przy liczbie falowej
okoto 988 cm™. Ponadto pasma z maksimum przy liczbie falowej 1746 cm™ i 3008 cm™
zmniejszaja swoja intensywnos¢ pod wplywem ogrzewania. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
dla oleju stonecznikowego, jednak w tym przypadku zmiany te byly wieksze niz w oleju
rzepakowym. W ogrzewanym oleju stonecznikowym obserwuje si¢ roOwniez zmiany w catym
obszarze daktyloskopowym (1500-650 cm™), rysunek 43 C.

Podobne zmiany w widmach w zakresie MIR ogrzewanych olejow prezentowali w swoich
pracach m.in. Le Dreau (i in. 2009b), Moros i in. (2009), Gulien i Cabo (2002), Muik i in.
(2007). Autorzy przypisali zmiany w pasmie w zakresie 975-988 cm™ wtérnym produktom
utlenienia takim tak aldehydy i ketony. Spadek intensywnos$ci pasma przy liczbie falowej 1746
cm™ jest wynikiem przejécia pierwotnych produktow utlenienia we wtorne. Autorzy odnotowali,
ze w wyniku zachodzacych proceséw oksydacyjnych nastgpuje spadek intensywno$ci pasma
z maksimum absorpcji przy liczbie falowej 3008 cm™ co wynika z rozpadu podwojnych wiazan
CIS.
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Rysunek 43. Widma absorpcji w zakresie MIR olejow $wiezych i poddanych testowi termostatowemu (60°C) przez

okres 3, 6, 9, 12'i 15 dni. (A) oliwa z oliwek EVO1, (B) olej rzepakowy R1, (C) olej stonecznikowy S1.
Na podstawie badan wilasnych
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Zakres bliskiej podczerwieni (NIR)

Widma w zakresie bliskiej podczerwieni wybranych olejéw $wiezych i poddanych testowi
termostatowemu (60°C) przedstawiono na rysunku 44. W widmach oliwy z oliwek
(rysunek 44 A) obserwuje si¢ niewielkie zmiany w stosunku do widm oliwy $wiezej. Zmiany
te dotyczg pasma z maksimum absorpcji przy liczbie falowej 5270 cm™, ktorego intensywnos¢
maleje wraz ze wzrostem czasu ogrzewania. W oleju rzepakowym obserwuje wzrost
intensywnosci pasm w zakresach: 7072-605 cm™ i 5230-4740 cm™ zaleznie od czasu
przechowywania, rysunek 44 B. Podobna sytuacja ma miejsce w widmach oleju
stonecznikowego, dla ktorego zmiany te sa jeszcze bardziej wyrazne, co §wiadczy o bardziej

zaawansowanych procesach utleniania, rysunek 44 C.
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Rysunek 44. Widma absorpcji w zakresie NIR olejow $wiezych i poddanych testowi termostatowemu (60°C) przez
okres 3, 6, 9, 12 i 15 dni. (A) oliwa z oliwek EVOL, (B) olej rzepakowy R1, (C) olej stonecznikowy S1.

Na podstawie badan wtasnych
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8.4. Analiza widm oscylacyjnych
Analiza MCR

Do analizy widm w zakresie MIR i NIR zastosowano wielowymiarowa metode dekonwolucji
krzywych MCR (ang. Multivariate Curve Resolution), ktéra umozliwia estymacj¢ widm
czystych sktadnikow oraz ich wzglednych stezen. Analize przeprowadzono dla potaczonych
zakresow NIR 1 MIR. W wyniku analizy widm wyodrebniono trzy komponenty dla ktorych
widma oraz warto$ci wzglednych stezen pokazano na rysunku 45.

W przypadku oliw z oliwek stezenie poszczegdlnych komponentow pozostaje niemal state
lub zmienia si¢ nieznacznie w ciggu calego okresu utleniania. Dla olejow rzepakowych
1 stonecznikowych obserwuje si¢ zmiany st¢zen w czasie ogrzewania, rysunek 45 C.

Stezenie pierwszego komponentu dla olejow rzepakowych i stonecznikowych wzrasta
podczas ogrzewania. W widmie pierwszego sktadnika wystepuja pasma charakterystyczne dla
(powstawania) nadtlenkéw, co widoczne jest w zakresie MIR przy liczbie falowej 3470 cm™
(Le Dreau i in 2009b). Ponadto obserwuje si¢ przesunigcie pasma grupy karbonylowej, ktorego
maksimum wystepuje przy liczbie falowej 1728 cm™, co wskazuje na powstawanie
nienasyconego ketonu lub aldehydu (Muik i in. 2007). Pasmo przy liczbie falowej 986 cm'
pochodzi od skoniugowanych wigzan cis-trans i trans-trans. W =zakresie NIR cechg
charakterystyczng dla tego sktadnika jest szerokie pasmo przy liczbie falowej
6880 cm™ (Holman, Nickell i Privett 1958).

Stezenie drugiego skladnika jest najnizsze dla oliw z oliwek, wyzsze dla olejow
rzepakowych i najwyzsze dla olejow stonecznikowych. W czasie ogrzewania w olejach
rzepakowych i stonecznikowych stezenie tego sktadnikg zmniejsza si¢. Widmo tego sktadnika
w zakresie MIR jest charakterystyczne dla struktury nienasyconej. Obserwuje si¢ W nim pasmo
podwojnego wiazania C=C cis przy liczbach falowych 710 i 3008 cm™ (Muik i in. 2007).
W widmie w zakresie NIR tego sktadnika wystepujg pasma pochodzgce od drgan C-H wigzania
cis (6010 cm™) i drgan rozciagajacych =CH i C=0 (4665 cm™).

Stezenie trzeciego skladnika jest najwyzsze dla oliw z oliwek, nizsze dla olejow
rzepakowych i najnizsze dla olejow stonecznikowych. Spektralne wlasciwosci tego komponentu
odpowiadajg widmu struktur nasyconych wystepujacych w olejach Stezenie tego sktadnika ulega

niewielkiemu obnizeniu w czasie ogrzewania.
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Czas [dni]
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Dla badanych olejow przeprowadzono analiz¢ metoda klasycznej regresji liniowej dla
wartosci wzglednych stezen sktadnikow, wyznaczonych metodg MCR i liczby nadtlenkowej,
rysunek 46.

Dla oliw z oliwek nie uzyskano dla zadnego ze sktadnikéw istotnych zalezno$ci migdzy
stezeniami a liczbg nadtlenkowa.

Dla olejéow rzepakowych uzyskano znaczaca zalezno$¢ migdzy stezeniem pierwszego
(produkty utleniania) i drugiego komponentu (struktury nienasycone) a liczba nadtlenkowa.
Wartosci wspotczynnikéw determinacji wynosity odpowiednio dla pierwszego i drugiego
komponentu R%= 0,911 i R?= 0,869. Wraz ze wzrostem liczby nadtlenkowej wzrastato stezenie
komponentu i malalo stgzenie komponentu drugiego. Dla trzeciego sktadnika nie uzyskano
znaczacej zaleznosci. W olejach stonecznikowych zalezno$¢ dla stgzenia pierwszego
komponentu z LO byla na niskim poziomie (R?= 0,450). Dla drugiego skladnika uzyskano
prostoliniowa zalezno§é, a wartoé¢ R® wynosita 0,590. Dla trzeciego komponentu nie
stwierdzono zalezno$ci.

Dla wszystkich olejow lacznie otrzymano istotng relacj¢ jedynie miedzy st¢zeniem
pierwszego sktadnika a liczba nadtlenkowa. Warto§¢ wspolczynnika determinacji R? wynosita
0,747.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analize regresji dla wartosci wzglednych stezen
sktadnikow i liczby kwasowej, rysunek 47.

Dla olejow rzepakowych 1 oliw nie stwierdzono znaczacych zalezno$ci dla Zadnego
ze sktadnikéw z liczba kwasowa. Dla olejow stonecznikowych stwierdzono zalezno$¢ dla stezen
pierwszego (R*= 0,554) i drugiego (R?= 0,789) sktadnika i liczby kwasowej. Wydaje si¢ jednak,
ze zalezno$¢ ta opisuje roznice migdzy olejami stonecznikowymi, a nie zmiany zachodzace

w wyniku utleniania.
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Rysunek 46. Zalezno$¢ miedzy wzglednymi stezeniami sktadnikow 1, 2 i 3 a liczbami nadtlenkowymi dla olejow
stonecznikowych (n=12), rzepakowych (n=30) i oliw (n=36); (A) sktadnik 1, (B) sktadnik 2, (C) sktadnik 3.
Na podstawie badan wtasnych
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Rysunek 47. Zalezno$¢ miedzy wzglgdnymi stezeniami sktadnikow 1, 2 i 3 a liczbami kwasowymi dla olejow
stonecznikowych (n=12), rzepakowych (n=30) i oliw (n=36); (A) sktadnik 1, (B) sktadnik 2, (C) sktadnik 3.
Na podstawie badan wtasnych
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Analiza PLS widm w zakresie podczerwieni (NIR i MIR)

Whyniki regresji PLS dla widm olejéw poddanych testowi termostatowemu w zakresie MIR
i NIR i liczby nadtlenkowej, przedstawiono w tabeli 16. Wszystkie modele otrzymano dla widm

po wstepnym przeksztalceniu z zastosowaniem metody korekcji rozproszenia (MSC).

Tabela 16. Wyniki analizy regresji PLS widm w zakresie NIR i MIR olejow ogrzewanych i liczby nadtlenkowej

Model LV R° RMSECV SECV RPD
[meq O,/kg] [meq O,/kg
Oliwy z oliwek, n=36
Srednia+SD: 27+17, Zakres: 5.9-53.2 [meq O,/kg]
NIR 6 0,98 2,6 2,7 6,3
MIR 8 0,68 9,8 9,9 1,7
NIR + MIR 9 0,69 9,5 9,7 1,8
Oleje rzepakowe, n=30

Srednia+SD:163 +166, Zakres: 1,1-568 [meq O,/kg]
NIR 3 09 39,5 40,2 4,1
MIR 1 090 53,4 54,4 3,0
NIR + MIR 2 09 41 41,6 4,0

Oleje stonecznikowe, =12

Srednia+SD: 335+298, Zakres: 19-834 [meq O,/kg]
NIR 2 0,98 42,0 43,9 6,8
MIR 3 049 212,8 2222 1,3
NIR + MIR 4 0,95 70,9 74 4,0

Wszystkie oleje, n=78

Srednia+SD: 127 +188, Zakres: 1.1-834 [meq O,/kg]
NIR 3 097 32,7 32,9 3,8
MIR 5 071 98,3 98,8 1,3
NIR+MIR 5 0,9 40,3 41 3,1

Na podstawie badan wlasnych

Wszystkie modele regresji PLS dla widm w zakresie NIR charakteryzowaty sie lepszymi
parametrami niz odpowiednie modele dla widm w zakresie MIR i dla potaczonych zakresow
NIR i MIR. Najnizsze parametry R? i RPD uzyskano dla modeli w zakresie MIR.

Dla olejow rzepakowych modele dla widm w zakresie NIR 1 MIR 1 potagczonych zakresow
odznaczaty si¢ dobrym dopasowaniem.

Dla olejow stonecznikowych najlepszy model PLS otrzymano dla widm w zakresie NIR.
Warto§¢ RPD dla tego modelu wynosita 6,8 co wskazuje na bardzo dobrg zdolnos¢
przewidywania warto$ci liczby nadtlenkowej. Dla modelu MIR nie uzyskano korelacji z liczba
nadtlenkowg. Polaczenie obu zakreséw pozwolito na otrzymanie modelu, ktorego warto§¢ RPD

wynosita 4,0.
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Uzyskane modele dla wszystkich olejow tacznie, charakteryzowaly si¢ dobra korelacja
pomiedzy widmami w podczerwieni a liczba nadtlenkows. Wartos¢ R? dla modelu regresji PLS
widm w zakresie NIR wynosita 0,970. Wartos¢ RPD dla tego modelu byta rowna 3,8. Model dla
widm w zakresie MIR mial nieco gorsze dopasowanie. Dla polaczonych zakreséw (NIR 1 MIR)
uzyskano dobra korelacje (R?= 0,954 i RPD= 3,1).

W tabeli 17 przedstawiono wyniki analizy PLS dla widm wszystkich ogrzewanych olejow
w zakresie NIR i MIR (po przeksztalceniu MSC) dla liczby kwasowe;.

Tabela 17. Wyniki analizy regresji PLS widm w zakresie NIR i MIR olejow ogrzewanych i liczby kwasowej

Model LV R® RMSECV SECV RPD
[mg KOH/g] [mg KOH/g]

) Oliwy z oliwek, n=36
Srednia £SD: 0,78+0,54, Range:0,2-1,9 [mg KOH/g]

NIR 5 0,80 0,24 0,24 2,2
MIR 5 0,67 0,31 0,32 1,6
NIR + MIR 4 0,73 0,28 0,29 1,8

) Oleje rzepakowe, n=30
Srednia £SD: 1,96+0,96, Range:0,3-3,5 [mg KOH/g]

NIR 6 0,94 0,23 0,24 4,0
MIR 10 0,79 0,44 0,44 2,2
NIR + MIR 9 0,89 0,32 0,32 2,9

) Oleje stonecznikowe, N=12
Srednia £SD: 3,9+3,6, Range:0,2-8,7 [mg KOH/g]

NIR 3 0,98 0,53 0,54 6,7
MIR 6 0,45 2,8 2,8 13
NIR + MIR 8 0,74 19 1,9 19

Wszystkie oleje, n=78
Srednia +SD: 1,7+1,88, Range:0,2-8,7 [mg KOH/g]

NIR 5 0,97 0,32 0,32 59
MIR 6 0,94 0,47 0,47 4,0
NIR+MIR 7 0,96 0,36 0,36 52

Na podstawie badan wiasnych

Dla wiekszo$ci analizowanych modeli stwierdzono dobra korelacje widm z liczba
kwasowa. Najlepszy model regresji PLS otrzymano dla widm w zakresie NIR oleju
stonecznikowego. Model ten charakteryzowat si¢ btedem RPD 6,7 co wskazuje
na dobrg zdolno$¢ przewidywania wartosci liczby kwasowej. Dla analizy wszystkich olejow
tacznie najlepszy model otrzymano dla widm w zakresie MIR. Warto§¢ RPD dla tego modelu
wynosita 4,0 co oznacza dobrg zdolno$¢ przewidywania liczby kwasowej. Model dla
potaczonych zakreséw NIR 1 MIR charakteryzowat si¢ dobrym dopasowaniem o czym §wiadczy

wartosci RPD rowna 5,2.
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8.5. Badanie stabilnosci olejow z zastosowaniem spektroskopii elektronowej

Zakres widzialny (Vis)

W wyniku przechowywania olejow roslinnych nast¢puje zmniejszenie intensywno$ci pasm
pochodzacych od chlorofili i karotenoidéw. Na rysunku 48 przedstawiono przyktadowe widma
absorpcji w zakresie widzialnym olejow poddanych testowi termostatowemu.

W widmach oliw z oliwek zawarto$¢ obu barwnikéw maleje w trakcie ogrzewania. Zanik
absorpcji dla barwnikow karotenoidowych i chlorofilowych przebiega jednak w réznym tempie.
Podobne zmiany dla oliw z oliwek obserwowali Ricca i in. (2012). W widmach oliwy extra
virgin mozna zauwazy¢, iz po pigtnastu dniach ogrzewania pasmo pochodzace od absorpcji
karotenoidéw prawie catkowicie zanika, natomiast pasmo pochodzace od absorpcji chlorofili
ulega niewielkim zmianom. Podobna zalezno$¢ obserwowana jest w oliwie z wyttokow.

Dla oleju rzepakowego tloczonego na zimno obserwuje si¢ systematyczny spadek
intensywno$ci pasm pochodzacych od barwnikéw karotenoidowych. Po szesciu dniach
ogrzewania pasmo to ulega prawie catkowitemu zanikowi, rysunek 48.

Barwniki karotenoidowe wystgpujace w oleju stonecznikowym, ulegly rozktadowi
w trakcie zachodzacych procesow oksydacyjnych. Juz w trzecim dniu ogrzewania odnotowano
znaczng redukcje tych zwigzkow.

W olejach rafinowanych (RO, RR i SR) nie obserwuje si¢ pasm pochodzacych
od absorpcji barwnikoéw, co zwigzane jest dzialaniem wysokich temperatur podczas produkcji

oleju.
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Rysunek 48. Widma absorpcji w zakresie Vis: (A) oliwy z oliwek extra virgin EVOL, (B) oliwy z wyttokow OW 1, (C) oliwy rafinowanej (RO1), (D) oleju rzepakowego
ttoczonego na zimno R1, (E) oleju rzepakowego rafinowanego RR1, (F) oleju stonecznikowego tloczonego na zimno S1, (G) oleju stonecznikowego rafinowanego SR1.
Oleje $wieze i ogrzewane przez okres 3, 6, 9, 12 i 15 dni w temperaturze 60°C". Oleje nierozcienczone. Na podstawie badan wlasnych
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Widma synchroniczne fluorescenciji

Widma synchroniczne fluorescencji (AA=10 nm) olejow $wiezych 1 poddanych testowi
termostatowemu (60°C) przez okres 3, 6, 9, 12 1 15 dni, przedstawiono na rysunku 49.

W widmach oliwy z oliwek extra virgin mozna zaobserwowac systematyczny spadek
intensywnosci pasm odpowiadajacych emisji tokoferoli 1 chlorofili (Cheikhousman 1 in. 2005).
Zmiany intensywno$ci pasm w krotkofalowym zakresie bylty wigksze w poréwnaniu
ze zmianami w pasmach w zakresie dlugofalowym. Ponadto obserwuje si¢ wzrost intensywnosci
pasma w posrednim zakresie (400-500 nm), ktore prawdopodobnie pochodzi od produktow
rozkladu barwnikéw chlorofilowych. W widmach oliwy z wytlokéw podobnie jak w oliwie EVO
wskutek ogrzewania nastgpuje zmniejszenie intensywnosci pasm emisji tokoferoli i chlorofili.
Pasmo w zakresie 400-500 nm pochodzace od produktéw utleniania, zwigksza swoja
intensywno$¢ w trakcie ogrzewania. Podobne zjawisko obserwowali w swojej pracy Poulli,
Mousdis i Georgiou (2009). W oliwie rafinowanej odnotowano spadek intensywnosci pasm w
zakresie 300-450 nm i z maksimum przy dtugosci fali 666 nm.

Widma $wiezego oleju rzepakowego charakteryzowaly si¢ najwyzszg intensywnos$cig
pasm charakterystycznych dla emisji tokoferoli, ktore w wyniku ogrzewania ulegly znacznej
redukcji. W przeciwienstwie do oliw z oliwek, w widmach oleju rzepakowego (w dwunastym
dniu ogrzewania) obserwuje si¢ znaczny spadek intensywno$ci pasma emisji pochodzacego
od chlorofili. Pasmo pochodzace od tokoferoli juz w dziewigtym dniu ogrzewania wyraznie
zmniejszyto swojg intensywnos¢. W posrednim zakresie widma (400-500 nm) nastepuje wzrost
intensywno$ci pasma pochodzacego od produktéw utleniania. W rzepakowym oleju
rafinowanym odnotowano spadek intensywnosci pasm w calym zakresie (280-700 nm).
Najwigksze zmiany, w stosunku do widm oleju $wiezego, zaobserwowano w dwunastym
1 pigtnastym dniu ogrzewania.

Wskutek ogrzewania oleju stonecznikowego (S1) nastepuje rozktad barwnikow
chlorofilowych 1 tokoferoli. Zmiany te widoczne sa w widmach fluorescencji oleju
stonecznikowego co objawia si¢ spadkiem intensywnosci odpowiednich dla tych zwiazkow
pasm. W zakresie krotkofalowym juz w trzecim dniu ogrzewania nastapilty znaczne zmiany w
stosunku do widm oleju $wiezego. Podobne zjawisko odnotowano w diugofalowym zakresie
widma. W posrednim zakresie widma (400-450 nm) pojawia si¢ nowe pasmo pochodzace od
produktow utleniania. W oleju SR w wyniku ogrzewania nastepuje zmniejszenie intensywnosci

pasm w calym zmierzonym zakresie spektralnym
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Rysunek 49. Widma synchroniczne fluorescencji (AA=10 nm) olejow $wiezych i poddanych testowi termostatowemu (60°C) przez okres 3, 6, 9, 12 i 15 dni. (A) Oliwa z
oliwek extra virgin EVOL1, (B) oliwa z wytlokow OW1, (C) oliwa rafinowana RO1, (D) olej rzepakowy tloczony na zimno R1, (E) olej rzepakowy rafinowany RR1, (F) olej

stonecznikowy tloczony na zimno S1, (G) olej stonecznikowy rafinowany SR1. Skala logarytmiczna fluorescencji. Na podstawie badan wiasnych
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8.6. Analiza widm elektronowych

Analiza PLS widm w zakresie Vis i fluorescencji

Whyniki analiz regresji PLS widm elektronowych i liczby nadtlenkowej przedstawiono
w tabeli 18.

Tabela 18. Wyniki analizy regresji PLS dla widm elektronowych (Vis i fluorescencja) olejéw ogrzewanych i

liczby nadtlenkowej

Model LV R?> RMSECV SECV RPD
[meq O,/kg] [meq O./kg]

Oliwy z oliwek, n=36
Srednia+SD: 27+17, Zakres: 5.9-53.2 [meq O,/kg]

Vis 5 0,60 11,2 11,2 15
Fluorescencja AA=10 nm 10 0,73 8,9 9,0 1,9

Oleje rzepakowe, n=30
Srednia+SD:163 +166, Zakres: 1.1-568 [meq O,/kg]

Vis 3 0,87 53,3 54,4 3,0
Fluorescencja AA=10 nm 8 0,70 92,2 93,8 1,8

Oleje stonecznikowe, =12
Srednia+SD: 335+298, Zakres: 19-834 [meq O,/kg]

Vis 5 0,75 147 153 2,0
Fluorescencja AA=10 nm 3 0,92 88,3 92 3,2
Wszystkie oleje, n=78
Srednia+SD: 127 £188, Zakres: 1.1-834 [meq O,/kg]

Vis 7 0,64 110 111 1,7
Fluorescencja AA=10 nm 6 0,60 120 121 1,5
Na podstawie badan wiasnych

Dla wigkszo$ci analizowanych modeli regresji PLS uzyskano korelacja widm
z liczba nadtlenkowa. Najlepszy model PLS otrzymano dla widm synchronicznych
fluorescencji (AA=10 nm) oleju stonecznikowego. Model ten cechowat si¢ warto$cig
wspolczynnika R? rowng 0,92 oraz RPD rowng 3,2 co wskazuje na zadowalajacg zdolnos¢
przewidywania warto$ci liczby nadtlenkowej. Najlepsze dopasowanie dla widm absorpcji
w zakresie widzialnym otrzymano dla olejow rzepakowych. Warto§¢ RPD dla tego modelu
wynosita 3,0 a wspotczynnika R? wynosita 0,87.

W tabeli 19 przedstawiono wyniki analizy regresji PLS dla widm elektronowych

ogrzewanych olejow i liczby kwasowej.
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Tabela 19. Wyniki analizy regresji PLS dla widm elektronowych (Vis i fluorescencja) olejéw ogrzewanych i

liczby kwasowej

Model LV R? RMSECV SECV RPD
[mg KOH/g] [mg KOH/g]
Oliwy z oliwek, n=36
Srednia £SD: 0,78+0,54, Range:0,2-1,9 [mg KOH/g]
Vis 8 0091 0,16 0,16 34
Fluorescencja 5 0,62 0,34 0,34 1,6
Oleje rzepakowe, n=30
Srednia +SD: 1,96+0,96, Range:0,3-3,5 [mg KOH/g]
Vis 6 095 0,21 0,21 4,6
Fluorescencja 10 0,65 0,58 0,58 1,6
Oleje stonecznikowe, N=12
Srednia £SD: 3,9+3,6, Range:0,2-8,7 [mg KOH/g]
Vis 2 087 1,4 1,4 2,6
Fluorescencja 5 0,82 1,6 1,6 2,2
Wszystkie oleje, n=78
Srednia £SD: 1,7+1,88, Range:0,2-8,7 [mg KOH/g]
Vis 10 0,72 0,99 0,99 1,9
Fluorescencja 3 025 1,6 1,6 1,2

Na podstawie badan wiasnych

Przeprowadzona analiza regresji metoda czastkowych najmniejszych kwadratow (PLS)
dla ogrzewanych olejow i liczby kwasowej wykazata dla wickszosci modeli dobra korelacjg
pomigdzy widmami a wyznaczonym parametrem. Dla widm synchronicznych fluorescencji
(zmierzonych przy AA= 10 nm) wszystkich olejow, nie uzyskano korelacji z liczbg kwasowa,
za$ najlepszy model otrzymano dla oleju stonecznikowego. Otrzymany model cechowat si¢
warto$cig wspotczynnika R’ na poziomie 0,92 oraz btedem RPD= 2,2. Najlepszy model PLS
dla widm w zakresie Vis uzyskano dla olejow rzepakowych. Warto§¢ RPD tego modelu

wynosit 4,6 co oznacza, ze model ten ma dobra zdolno$¢ przewidywania wartosci LK.
8.7. Podsumowanie

W czasie ogrzewania w wyniku zachodzacych proceséw utleniania nastepuja zmiany
wlasciwosci olejow roslinnych prowadzace do pogorszenia ich jako$ci. Zmiany te zalezne
sg od gatunku oleju, jego sktadu chemicznego i sposobu otrzymywania.

Stabilno$¢ olejow zostala oceniona na podstawie wyniku testu termostatowego. Probki
przechowywane byly przez okres pietnastu dni w temperaturze 60°C bez dostepu $wiatta.
Co trzeci dzien oznaczano wartosci liczby nadtlenkowej 1 kwasowej. Na podstawie zmian LO

stwierdzono, ze najmniej stabilny jest olej stonecznikowy rafinowany i tloczony na zimno.
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Oleje rzepakowe utlenialy sie¢ wolniej, przy czym stabilno$¢ rafinowanych olejow
rzepakowych byla mniejsza. Oliwy z oliwek charakteryzowaly si¢ wigksza stabilno$ciag
oksydacyjng niz pozostate oleje. Podobne zjawisko zaobserwowali w swojej pracy Krygier,
Domian 1 Drabka (1995). Oliwa z oliwek ze wzgledu na sktad kwasow tluszczowych
i antyoksydantow (zwiazki fenolowe 100-300 mg/kg, tokoferole 100-250 mg/kg, fosfolipidy
40-135 mg/kg), odznacza si¢ wysoka odpornoscig na utlenianie. Olej rzepakowy bogaty w
kwas linolenowy n-3 (7-10%) jest mniej stabilny niz oliwa z oliwek. Najbardziej podatny na
procesy oksydacyjne jest olej stonecznikowy, ktory zawiera duze ilosci kwasu linolowego
(63%) i linolenowego (0,2%). Nizsza stabilno$¢ olejow rzepakowych rafinowanych moze by¢
skutkiem obnizenia zawartosci antyoksydantow (karotenoidow, tokoferoli, steroli
I fosfolipidow) pod wptywem dziatania wysokich temperatur w trakcie produkcji oleju.

Zmiany warto$ci liczby kwasowej, okreslajacej ilo§¢ wolnych kwasow tluszczowych,
w trakcie trwania catego eksperymentu byty niewielkie i nawet w pietnastym dniu ogrzewania
nie przekraczatly dopuszczalnych wartosci. Jedyny wyjatek stanowit olej stonecznikowy
ttoczony na zimno, dla ktérego wartosci LK zostaty przekroczone juz w probce swiezej.

W widmach oscylacyjnych w zakresie MIR i NIR ogrzewanych olejow widoczne byty
niewielkie zmiany intensywnosci pasm w stosunku do widm olejéw $wiezych. Zmiany
w widmach w zakresie MIR przypisano powstawaniu wtornych produktéw utlenienia takich
jak aldehydy i ketony. Zmiany te byly skorelowane z pasmem w rejonie 985-988 cm™,
ktérego intensywno$¢ wzrastala w czasie utleniania. Spadek intensywnosci pasma przy liczbie
falowej 1746 cm™ byt wynikiem przejicia pierwotnych produktow utleniania we wtorne, zas
obnizenie intensywno$ci pasma z maksimum absorpcji przy liczbie falowej 3008 cm™
wynikalo z rozpadu podwdjnego wigzania cis. W widmach w zakresie NIR w rejonach 7072-
605 cm’ oraz 5230-4740 cm™’, zaobserwowano wzrost intensywno$ci  pasm
w czasie utleniania. W oliwach z oliwek w wyniku utleniania zmniejszata si¢ intensywnos¢
pasma z maksimum absorpcji przy liczbie falowej 5270 cm™.

Do analizy widm oscylacyjnych zastosowano metod¢ dekonwolucji krzywych (MCR).
Wyodrgbniono widma 1 okreslono wzgledne stezenia trzech skladnikow, ktérych
charakterystyka spektralna odpowiadata: produktom utlenienia (sktadnik 1), strukturom
nienasyconym (sktadnik 2) oraz nasyconym (skladnik 3). Na podstawie klasycznej analizy
regresji dla wartosci wzglednych st¢zen sktadnikow i liczby nadtlenkowej lub kwasowej
stwierdzono, ze olej rzepakowy wykazuje proporcjonalng zalezno§¢ sktadnika 1 i liczby

nadtlenkowej (R*= 0,911) oraz odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ sktadnika 2 i liczby
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nadtlenkowej (R°= 0,869). Dla liczb kwasowych nie stwierdzono istotnych korelacji
ze st¢zeniem sktadnikow.

Widma elektronowe pozwolity otrzymaé informacje m.in. o barwnikach obecnych
w badanych olejach. W zaleznosci od gatunku oleju i1 sposobu jego otrzymywania,
zaobserwowano rozne tempo zmian zachodzacych procesow oksydacyjnych. W widmach
w zakresie Vis obserwowano zmniejszenie intensywnos$ci pasm pochodzacych od absorpcji
chlorofili i karotenoidow. W widmach synchronicznych fluorescencji (AA=10 nm) widoczny
byt spadek intensywnos$ci pasm pochodzacych od tokoferoli i chlorofili. Ponadto w widmach
tych zaobserwowano wzrost intensywno$ci pasma w posrednim zakresie, wywotany
produktami utleniania.

Na podstawie analizy regresji PLS wykazano korelacje widm z liczba nadtlenkowa
1 kwasowa lepsze dla widm oscylacyjnych niz dla widm elektronowych. Najlepszy model
kalibracyjny dla przewidywania liczby nadtlenkowej i kwasowej, dla wszystkich badanych
probek olejow otrzymano dla widm w zakresie NIR (R?= 0,970 , RPD= 3,).
Dla przewidywania liczby kwasowej dla wszystkich olejow najlepszy model otrzymano

rowniez dla widm w zakresie NIR (R2= 0,970, RPD=5,9).
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9. KONTROLA JAKOSCI OLEJU RZEPAKOWEGO TLOCZONEGO NA ZIMNO W
CZASIE PRZECHOWYWANIA

9.1. Wprowadzenie

Podczas przechowywania w wyniku zachodzacych procesow utleniania nast¢puja zmiany
wlasciwosci oleju rzepakowego tloczonego na zimno prowadzace do pogorszenia jego
jakos$ci. Zakres przemian oksydacyjnych zalezy od obecnosci zwigzkow o charakterze pro-
utleniajgcym, czynnikow zewngtrznych (temperatury, dostepu tlenu i §wiatta) oraz rodzaju
opakowania (Prescha i in. 2008).

Utlenianie zachodzi¢ moze na drodze utleniania lub pod wplywem $wiatla na drodze
utleniania fotosensybilizowanego. W ciemno$ci gtdéwnym procesem zachodzacym w olejach
ro§linnych jest autooksydacja. Dzialanie $wiatta prowadzi do szybszych procesow
fotoutleniania niz autoutleniania (Sikorska 2008a, Caponio i in. 2005).

Badania przedstawione w tym rozdziale miaty na celu ocen¢ zmian zachodzacych
w oleju rzepakowym ttoczonym na zimno (R3) w czasie przechowywania w warunkach
ekspozycji na §wiatto 1 w ciemnosci.

Obok tradycyjnych metod do badan zastosowano techniki spektroskopii absorpcyjnej

w zakresie NIR i Vis oraz spektroskopie fluorescencyjna.

9.2. Charakterystyka $wiezego oleju rzepakowego

Dla probki swiezej oleju rzepakowego wartosci liczby nadtlenkowej i kwasowej spetniaty
wymagania norm (PN-ISO 660:1998 i PN-ISO 3960:1996). Liczba nadtlenkowa (LO)
Swiezego oleju rzepakowego wynosila 1,8 meq Oo/kg. Zblizony zakres wartosci LO w oleju
rzepakowym ttoczonym na zimno podajag Wroniak 1 in. (2006), Cichocz 1 Czeczot (2011).
Wartos¢ liczby kwasowej (LK), dla swiezego oleju rzepakowego wynosita 0,76 mg KOH/g.
Swiezy olej rzepakowy ttoczony na zimno charakteryzowat si¢ wysoka zawartoscia witaminy
E (tokoferoli) wynoszaca 684 mg/kg. Stezenie barwnikéw karotenoidowych wynosito 6,0
mg/L. Badany olej rzepakowy charakteryzowat si¢ duza zawarto$cig kwasu oleinowego (18:1,
n-9) na poziomie 60,5% co jest charakterystyczne dla tego gatunku oleju. Procentowy udziat

poszczeg6lnych kwasdéw thuszczowych w badanej probee przedstawiono w tabeli 20.
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Tabela 20. Sktad kwasow ttuszczowych w oleju rzepakowym (R3).

Nazwa Wynik [%]

Kwas tetradekanowy (mirystynowy) 0,06 + 0,02

Kwas heksadekanowy (palmitynowy) 4,66 + 0,28
Kwas heptadekanowy (margarynowy) 0,16

Kwas oktadekanowy (stearynowy) 0,62 + 0,07

Kwas cis-9-oktadekenowy (oleinowy) 60,52 + 1,96

Kwas trans-9-oktadecenowy (elaidynowy)
Kwas (Z,2)-9,12-oktadekadienowy (linolowy) 20,84 + 0,25
Kwas (E,E)-9,12-oktadekadienowy (linolelaidonowy)

Kwas (Z,2,2)-9,12,15-oktadekatrienowy (a-linolenowy) 10,16 + 0,75
Kwas eikozanowy (arachidowy) 0,62

Kwas cis-5-eikozenowy (arachidynowy) 1,93+0,20
Kwas dokozanowy (behenowy) 0,23
Kwas (Z,Z2,2)-11,14,17-eikozatrienowy 0,10
Nasycone kwasy tluszczowe 6,34
Mononienasycone kwasy thuszczowe 62,55
Wielonienasycone kwasy thuszczowe 31,09
Suma kwaséw: a-linolenowego i eikozapentaenowego 10,16
Suma kwasow: y-linolenowego i arachidowego 20,84

Na podstawie badan wiasnych

Olej rzepakowy tloczony na zimno przechowywano w trzech wariantach:
(1) w ciemnosci, (2) w zielonych butelkach eksponowanych na $wiatto, (3) w bezbarwnych
butelkach eksponowanych na $wiatto. Widma transmisji butelek wykorzystanych do
przechowywania oleju przedstawiono na rysunku 50. Szklo bezbarwne przepuszcza
promieniowanie w catym zakresie widzialnym. Transmitancja szkla o barwie zielonej jest
zalezna od zakresu spektralnego: bardzo niska w zakresie ponizej 500 nm, w zakresie
powyzej 500 nm wnosi 30-40 %, rysunek 50.

Dla s$wiezego oleju umieszczonego w zamknigtych butelkach zawarto$¢ tlenu
zmierzona w fazie nadpowierzchniowej wynosita 20,9% natomiast w oleju ksztaltowala si¢ na

poziomie 7094 ppb
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Rysunek 50. Widma transmisji butelek ze szkta bezbarwnego i zielonego. Na podstawie badan wiasnych

9.3. Ocena zmian jakosci oleju rzepakowego w czasie przechowywania na podstawie

parametrow analitycznych

W tabeli 21 przedstawiono parametry analityczne charakteryzujace jakos$¢ swiezego oleju

rzepakowego oraz zmiany zachodzace w trakcie jego przechowywania.

Tabela 21. Zmiany wlasciwosci oleju rzepakowego ttoczonego na zimno w czasie przechowywania w r6znych

warunkach.
Olej LO LK Koz* Ko7o* 0,-fn. 03 - olej Karotenoidy* Tokoferole
(meq Oz/kg) | (mg KOH/g) (%) (ppb) (mg/L) (mg/kg)
RO 1,80+0,05 0,76+0,01 2,30+ 0,01 0,40 + 0,01 209+0,1 7094 + 241 6,0+0,5 684+20
RD1 1,60+0,02 0,84+0,01 2,10+0,01 0,20+ 0,01 20,7+0,1 6514 + 23 6,4+0,5 685+5
RD2 7,30+0,06 0,84+0,04 3,20+ 0,01 0,30 + 0,01 53+0,3 101 £11 5,8+0,5 653£2
RD3 12,0+0,5 0,70+0,05 3,70+ 0,01 0,30+ 0,01 54+04 110+ 10 5,6+0,5 634+9
RD4 24,2407 0,77+0,03 9,00+ 0,01 0,50 + 0,01 11,7 +0,1 132+ 18 5,3+0,5 564+7
RD5 24,6+0,1 0,80+0,04 5,10+ 0,01 0,40+ 0,01 4,4+0,1 180+ 17 5,4+0,5 621+3
RD6 36,3+0,3 0,78+0,02 6,80 + 0,01 0,50 + 0,01 11,6 £0,1 161 +£17 4,9+0,5 52945
RO 1,8+0,08 0,76+0,01 2,30+ 0,01 0,40 + 0,01 20,9+0,1 7094 + 241 6,040,5 684+20
RG1 16,4+0,1 0,72+0,03 2,60+ 0,01 0,40 + 0,01 6,4+1 674 £ 94 5,8\+0,5 566+0
RG2 9,4+0,1 0,72+0,02 2,60+0,01 0,50 = 0,01 3,6+0,6 744 + 89 5,7+0,5 593+4
RG3 9,5+0,1 0,75+0,04 3,40+ 0,01 0,60 + 0,01 0,2+04 98 + 61 5,840,5 598+5
RG4 10,7+0,8 0,83+0,02 2,90+ 0,01 0,50 + 0,01 14+0,8 457 +95 5,7+0,5 592+3
RG5 11,9+0,6 0,83+0,02 3,10+ 0,01 0,50 + 0,01 1,2£0,2 407 £ 93 5,8+0,5 579+6
RG6 12,3+0,1 0,83+0,08 6,20 + 0,01 0,60 + 0,01 41405 529 +232 5,140,5 41943
RO 1,8+0,2 0,76+0,01 2,30+ 0,01 0,40+ 0,01 209+0 7094 + 241 6,0+0,5 684+20
RL1 10,2+0,1 0,72+0,01 2,50 + 0,01 0,40 + 0,01 24+0,1 139+9 6,240,5 555+4
RL2 10,2+0,2 0,74+0,02 2,60+ 0,01 0,40 + 0,01 1,4+ 0,1 353+ 11 5,940,5 540+7
RL3 11,4£2 0,78+0,01 3,30+ 0,01 0,50 + 0,01 0,5+0,1 333+18 6,3+0,5 554+2
RL4 15,6+0,2 0,85+0,02 7,70+ 0,01 0,60+ 0,01 16,9+ 0,1 1366 + 19 4,2+0,5 2501
RL5 15,8+0,5 0,860,01 3,30+ 0,01 0,50 + 0,01 1,1+0,1 922 +29 5,840,5 53645
RL6 30+0,3 0,92+0,05 3,70+ 0,01 0,50 + 0,01 2,4+0,1 1106 + 54 5,6+0,5 481+8

Karotenoidy * - stezenie karotenoidéw w przeliczeniu na B-karoten / Kys,* i Ko7o* - Warto$ci specyficznych wspotezynnikow absorpeji K /

O, —f.n: zawarto$¢ tlenu w fazie nadpowierzchniowej oleju / O, — olej: zawarto$¢ tlenu w oleju. Na podstawie badan wiasnych
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Liczba nadtlenkowa

Na rysunku 51 przedstawiono zmiany liczby nadtlenkowej w  zaleznosci
od warunkow przechowywania.

Zmiany wartosci liczby nadtlenkowej zalezne byly od czasu i warunkow
przechowywania. W oleju eksponowanym na $wiatlo, niezaleznie od zastosowanego
opakowania, dopuszczalne limity (<5 meq Oz/kg) zostaly przekroczone juz w pierwszym
miesigcu przechowywania. Natomiast w oleju rzepakowym przechowywanym w ciemnos$ci
dopuszczalna warto$¢ zostata przekroczona w drugim miesigcu przechowywania. W oleju
rzepakowym przechowywanym w ciemno$ci zaobserwowano po sze$ciu miesigcach
przechowywania najwyzsza zawarto$¢ pierwotnych produktéw utlenienia, jednakze
w poczatkowym etapie przechowywania (1 1 2 miesigc) wartosci LO byty nizsze niz dla
probek eksponowanych na §wiatto. Najmniej pierwotnych produktéw utlenienia odnotowano
w oleju rzepakowym przechowywanym w zielonej butelce eksponowanej na dziatanie

Swiatla.
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Rysunek 51. Zmiany liczby nadtlenkowej w oleju rzepakowym przechowywanym przez 6 miesiecy w rdéznych
warunkach; olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce eksponowany na $wiatto, oraz olej
rzepakowy (RD) w butelce przechowywany w ciemnosci. Na podstawie badarn wiasnych

Liczba kwasowa

Na rysunku 52 przedstawiono zmiany liczby kwasowej dla oleju rzepakowego
przechowywanego w roznych warunkach. Zmiany liczby kwasowej byty niewielkie 1 nawet
po szesciu miesigcach przechowywania nie przekraczaly dopuszczalnych wartosci.

Najwigkszymi warto$ciami liczby kwasowej, po szeSciu miesigcach przechowywania,
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charakteryzowal si¢ olej w butelce bezbarwnej eksponowanej na $wiatlo. Najmniejsze

warto$ci (po szesciu miesigcach przechowywania) otrzymano dla oleju rzepakowego

przechowywanego w ciemnosci.
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Rysunek. 52. Zmiany liczby kwasowej w oleju rzepakowym przechowywanym przez 6 miesi¢cy w réznych

warunkach; olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce eksponowany na §wiatto, oraz olej

rzepakowy (RD) przechowywany w ciemnosci. Na podstawie badan wiasnych

Wspotczynniki absorpcji Kazz 1 Karo

Na rysunku 53 przedstawiono wartosci wspotczynnikow absorpcji Kazp 1 Koo, SWiadczacych

o obecnosci pierwotnych 1 wtornych produktow utleniania w badanym oleju rzepakowym.

Ko32

—=—RD
64 RG
—a—RL

Koz

T T T T T
0 1 2 3 4 5

czas [miesigce]

Rysunek 53. Zmiany warto$ci parametru Kz, (lewy panel) i K70 (prawy panel) dla oleju rzepakowego
przechowywanego w czasie i w roznych warunkach; olej w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce
eksponowany na $wiatlo, oraz olej (RD) przechowywany w ciemnos$ci. Na podstawie badan wlasnych

0,8 o

0,6

270

04

0,2

0,0

K270

—=—RD
RG
—A—RL

~ o

T

czas [miesigce]

Zmiany zachodzace w oleju rzepakowym przechowywanym przez okres sze$ciu

miesigcy,

wykazaly wzrost wartosci

wspotczynnikdw

absorpcji

Koz, W czasie

przechowywania. Najnizszg warto$cig parametru Koz, charakteryzowata si¢ probka §wieza,

najwyzszg za$ probka przechowywana przez okres szeSciu miesigcy w ciemno$ci. Zmiany
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wspotczynnikow absorpcji Koz, miaty podobny przebieg dla olejow eksponowanych
na $wiatto w butelkach bezbarwnych i zielonych. Przyrost wartosci K3, od drugiego miesiaca
przechowywania byt wyzszy dla oleju przechowywanego w ciemnosci niz dla probek
poddanych dziataniu $wiatta.

Warto$ci wspdiczynnika Ky7o informujace o ilosci wtornych produktow utlenienia
wykazaly dla badanych probek oleju rzepakowego niewielkie zmiany w czasie
przechowywania. Wigkszy przyrost wtornych produktow utlenienia obserwowano w oleju

eksponowanym na $§wiatto w poréwnaniu z olejem przechowywanym w ciemnosci.

Zawartos¢ tlenu

W czasie przechowywania zawartos¢ tlenu w butelkach nad powierzchnig oleju oraz
w oleju (O;) ulegata zmianie w zaleznosci od warunkoéw przechowywania, rysunek 54,

Najwickszy spadek zawartosci tlenu w fazie nadpowierzchniowej odnotowano dla
probek oleju przechowywanego w butelce bezbarwnej, eksponowanej na $wiatto. Przebieg
krzywej (tlenu w fazie nadpowierzchniowej) dla oleju przechowywanego w zielonej butelce,
eksponowanej na dziatanie $wiatla byl zblizony do przebiegu krzywej dla probek
przechowywanych w butelkach bezbarwnych, eksponowanych na S$wiatto. Najmniejszy
spadek zawartosci tlenu zaobserwowano w oleju przechowywanym w ciemnosci.

W oleju przechowywanym w ciemnosci (RD) obserwuje si¢ wolniejszy spadek tlenu
w oleju (O2) niz w oleju eksponowanym na dziatanie $wiatta (RG i RL). Po dwodch
miesigcach przechowywania zawarto$¢ tlenu w oleju RD byla nizsza niz w oleju RG i RL.
Tendencja ta utrzymuje si¢ przez caty okres eksperymentu. Najszybszy spadek zawartosci
tlenu zaobserwowano w oleju przechowywanym w butelce bezbarwnej, eksponowanej na
dzialanie $wiatta. Od trzeciego miesigca przechowywania obserwuje si¢ wyzsza zawarto$¢
tlenu w oleju RL w poréwnaniu z pozostalymi olejami. Przebieg krzywej (dla tlenu w oleju)
dla oleju przechowywanego w zielonej butelce, eksponowanej na dziatanie $wiatta byl
zblizony do przebiegu krzywej dla probek przechowywanych w butelkach bezbarwnych,

eksponowanych na $wiatto.
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Rysunek 54. Zmiany zawarto$ci tlenu w fazie nadpowierzchniowej oleju (A) oraz zmiany zawartosci tlenu
w oleju (B). Olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce eksponowany na $wiatto oraz olej
rzepakowy (RD) przechowywany w ciemnosci. Na podstawie badan wiasnych.

Karotenoidy

Zmiany st¢zenia barwnikow karotenoidowych (w przeliczeniu na p-karoten) w oleju
rzepakowym w czasie przechowywania w r6znych warunkach przedstawiono na rysunku 55.
W trakcie przechowywania zawarto$¢ karotenoidow ulegata niewielkim zmianom. Zmiany te

byly podobne dla probek przechowywanych w roznych warunkach.
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Rysunek 55. Zmiany zawarto$ci barwnikow karotenoidowych w probkach oleju rzepakowego

Olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce eksponowany na $wiatto oraz olej rzepakowy (RD)
przechowywany w ciemnosci. Na podstawie badan wiasnych

Tokoferole

Na rysunku 56 przedstawiono zmiany w czasie przechowywania ogdlnej zawartoSci

tokoferoli w olejach oznaczone metoda chromatografii cieczowe;.
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Rysunek 56. Zmiany zawarto$ci tokoferoli w probkach oleju rzepakowego
Olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce eksponowany na $wiatlo oraz olej rzepakowy (RD)
przechowywany w ciemnosci. Na podstawie badan wiasnych

W tracie przechowywania oleju zaobserwowano zmiany zawartosci tokoferoli
w zaleznosci od warunkéw przechowywania. Olej przechowywany w ciemnosci
charakteryzowat si¢ wyzsza ich zawarto$cia w pordéwnaniu z olejem eksponowanym na

Swiatlo. Najnizsze st¢zenie tokoferoli obserwowano w oleju w butelkach bezbarwnych.

Jedynie w szostym miesigcu najmniejsze st¢zenie 0znaczono dla oleju w butelce zielone;j.
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Korelacja parametrow analitycznych opisujgcych jakosé olejow

W celu okreslenia zalezno$ci migdzy parametrami analitycznymi opisujacymi jako$¢
wszystkich przechowywanych probek oleju wyznaczono wspotczynniki korelacji Pearsona,
tabela 22.

Na podstawie analizy korelacji wykazano, ze liczba nadtlenkowa jest dodatnio
skorelowana ze wspoélczynnikiem absorpcji Kzz. Obydwa parametry wskazuja na przyrost
pierwotnych produktow utlenienia. Ujemna korelacja LO z zawarto$cig tlenu w oleju,
zawartoscig karotenoidow i tokoferoli oznacza, ze wraz ze wzrostem st¢zenia pierwotnych
produktow utlenienia zmniejsza si¢ zawarto$¢ tlenu O, karotenoidow i tokoferoli w olejach.
Warto$ci wspotczynnikow Pearsona wskazywaly ujemnag korelacje Koz | Ko7g z zawartoscia
karotenoidoéw i tokoferoli. Ponadto parametr Ky70 byt dodatnio skorelowany z parametrem
Koz Zawarto$¢ tlenu w fazie nadpowierzchniowej (tlen w f.n.) byta dodatnio skorelowana
z zawartos$cig tlenu w oleju. Dla liczby kwasowej nie otrzymano istotnych korelacji

Z wyznaczonymi parametrami chemicznymi.

Tabela 22. Wspotczynniki korelacji Pearsona dla parametrow analitycznych dla wszystkich przechowywanych
olejow rzepakowych (RD, RG, RL), n=18.

LO LK Kz, K7 Tlen w f.n. Tlenw | Karotenoidy | Tokoferole
oleju

LO 1 0,262 | 0,647 0,348 -0,322 -0,593" -0,553" -0,456"

LK 0,262 1 0,211 0,224 -0,051 -0,022 -0,245 -0,372
K232 0,647 | 0,211 1 0,447" 0,057 -0,391 -0,805™ -0,614™
K270 0,348 0,224 | 0,447 1 -0,396 -0,445" -0,501" 0,669
Headspace | -0,322 | -0,051 | 0,057 -0,396 1 0,851 -0,065 0,224
02 -0,593" | -0,022 | -0,391 | -0,445 0,851 1 0,346 0,469
Karotenoidy | -0,553" | -0,245 | 0,805 | -0,501" -0,065 0,346 1 0,749™

Tokoferole | -0,456" | -0,372 | -0,614"" | -0,669" 0,224 0,469 0,749” 1

**_Korelacja jest istotna na poziomie 0.01 (dwustronnie).

*. Korelacja jest istotna na poziomie 0.05 (dwustronnie).

Kolorem niebieskim zaznaczono wspotczynniki dla ktorych otrzymano istotng korelacje (0,01 Iub 0,05).
Na podstawie badan wiasnych

Analiza PCA dla parametréow analitycznych

Na rysunku 57 przedstawiono wyniki analizy gléwnych sktadowych dla oznaczonych
parametrow analitycznych. Widoczne jest rozmieszczenie probek w zaleznosci od warunkow
przechowywania.

Pierwsza 1 druga gléwna sktadowa (PC1 1 PC2) opisuja 68% catkowitej zmienno$ci,

przy czym PC1 opisuje 50% catkowitej zmiennosci a PC2 18%. PC1 zwigzana jest z czasem
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przechowywania. Druga gléwna skladowa zwigzana jest z warunkami przechowywania.

Zmiany oksydacyjne w probkach przechowywanego oleju rzepakowego bez dostepu $wiatta

ograniczaja si¢ przede wszystkim do powstawania pierwotnych produktéw utleniania. W

probkach eksponowanych na $wiatlo powstajg zar6wno pierwotne jak i wtorne produkty

utleniania.

PC2 (18%)

Rysunek 57. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) parametrow analitycznych. (A) — wykres
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(B) — wykres fadunkéw czynnikowych dla dwoch pierwszych gtéwnych sktadowych PC1 i PC2.

Na podstawie badan wiasnych
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9.4. Badania oleju rzepakowego z zastosowaniem metod spektroskopowych

Widma absorpcji w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR)

W widmach oleju rzepakowego w zakresie NIR, niezaleznie od warunkow przechowywania,
nie zaobserwowano istotnych zmian w stosunku do widma oleju §wiezego. Widma, ktore sa

praktycznie nierozréznialne, przedstawiono na rysunku 58.
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Rysunek 58. Widma absorpcji w zakresie NIR oleju rzepakowego ttoczonego na zimno, $wiezego i po 6
miesigcach przechowywania w r6znych warunkach: (R0O) olej rzepakowy $wiezy, (RL6) olej rzepakowy
w butelce ze szkla bezbarwnego, eksponowany na $wiatto, (RG6) olej rzepakowy w butelce ze szkla zielonego,
eksponowany na §wiatlo (RD6) olej rzepakowy w butelce ze szkta bezbarwnego, w ciemnosci.
Na podstawie badan wilasnych.

Wyniki analizy PCA widm w zakresie NIR przedstawiono na rysunku 59. Pierwsza
glowna sktadowa wyjasnia 78% catkowitej zmiennosci danych, druga gtoéwna sktadowa 6%.
Rozmieszczenie probek na ptaszczyznie wyznaczonej przez dwie pierwsze gtowne sktadowe

nie wykazuje systematycznej zaleznosci od czasu lub warunkow przechowywania.
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Rysunek 59. Wyniki analizy PCA widm w zakresie bliskiej podczerwieni. Olej rzepakowy przechowywany

przez 6 miesi¢cy w roznych warunkach; olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce

eksponowanej na $wiatto, oraz olej rzepakowy (RD) w butelce przechowywanej w ciemnosci.

Na podstawie badan wlasnych

Widma absorpcji w zakresie widzialnym (Vis)

Widmo absorpcji  $wiezego oleju rzepakowego tloczonego na zimno przedstawiono

na rysunku 60.
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Rysunek 60. Widmo absorpcji w zakresie Vis $wiezego oleju rzepakowego tloczonego na zimno.
Na podstawie badan wtasnych

W zaleznosci od warunkéw przechowywania i rodzaju opakowania obserwuje si¢

zmiany w widmach absorpcji polegajace na zmniejszeniu intensywnosci pasm pochodzacych
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od absorpcji karotenoidow. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w pasmie pochodzacym od

emisji chlorofilu, rysunek 61.
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Rysunek 61. Zmiany w widmach absorpcji Vis oleju rzepakowego ttoczonego na zimno §wiezego i po 6
miesigcach przechowywania w r6znych warunkach: : (R0) olej $wiezy, (RD6) olej rzepakowy w butelkach
ze szkta bezbarwnego, przechowywany w ciemnosci, (RG6) olej rzepakowy w butelkach ze szkta zielonego,
eksponowany na §wiatto, (RL6) olej rzepakowy w butelkach ze szkta bezbarwnego, eksponowany na §wiatlo
Na podstawie badan wiasnych

Widma fluorescenciji

Widma synchroniczne fluorescencji $wiezego oleju rzepakowego zmierzone dla wartosci

AN=10, 30 1 60 nm, przedstawiono na rysunku 62.
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Rysunek 62. Widma synchroniczne fluorescencji oleju rzepakowego ttoczonego na zimno zmierzone
dla AX= 10, 30 i 60 nm. Na podstawie badan wiasnych
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Widma oleju rzepakowego dla wartosci AA=10 nm charakteryzowaty si¢
wystepowaniem trzech pasm o roznej intensywno$ci emisji. Pasma z maksimum przy
dhugosciach fali 307 nm i 666 nm pochodza odpowiednio od emisji tokoferoli i chlorofili.
Ponadto w widmach synchronicznych obserwuje si¢ mato intensywne pasmo w zakresie 330-
360 nm, rysunek 62. Widma synchroniczne fluorescencji dla AA=30 nm oleju rzepakowego
charakteryzowaty si¢ wyzsza intensywnoscig pasm emisji niz widma zmierzone przy AA=10
nm. Widma synchroniczne oleju rzepakowego zmierzone dla AA= 60 nm charakteryzowaty
si¢ wystgpowaniem czterech pasm emisji z maksimum przy dtugosci fali okoto 307, 330, 606
i 666 nm.

W wyniku przechowywania oleju rzepakowego tloczonego na zimno obserwuje si¢
zmniejszenie intensywnosci pasm emisji tokoferoli i chlorofili w stopniu zaleznym od
warunkow przechowywania, rysunek 63. Najwigksze zmiany dla olejow eksponowanych na
Swiatto, odnotowano dla przedzialu czasowego od zerowego miesigca (Swieza probka) do
pierwszego miesigca przechowywania. W dalszych miesigcach zmiany w widmach byty juz
mniejsze. Intensywnos¢ pasm pochodzacych od emisji tokoferoli i chlorofili byty najwigksza
w probkach przechowywanych w ciemnos$ci, nastgpnie w probkach przechowywanych w
zielonych butelkach, eksponowanych na $§wiatto. Najwigksze zmiany w intensywnosci pasm
zaobserwowano w olejach przechowywanych w bezbarwnych butelkach, eksponowanych na
Swiatto.

Podobne zmiany w czasie przechowywania obserwowano w widmach synchronicznych
fluorescencji zmierzonych dla AA=30 i 60 nm, rysunek 64 i 65. Ponadto w widmach tych
obserwowano pasma fluorescencji w zakresie posrednim, z maksimum przy dtugosci fali
okoto 345 nm (Ah= 30 nm) i 324 nm (AA=60 nm). Intensywno$¢ tego pasma wzrastata

wyraznie w czasie przechowywania dla probek eksponowanych na dzialanie §wiatla.
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Rysunek 63. Zmiany w widmach synchronicznych fluorescencji oleju rzepakowego ttoczonego na zimno
w kolejnych miesigcach przechowywania. Lewy — widma dla catego zakresu spektralnego; Prawy panel — zakres
280-380 nm. (A) butelka bezbarwna eksponowana na §wiatto, (B) butelka zielona eksponowana na $wiatlo, (C)
butelka bezbarwna w ciemnos$ci. Probki nierozcieniczone dla AA= 10 nm.

Na podstawie badan wtasnych
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Rysunek 64. Zmiany w widmach synchronicznych fluorescencji oleju rzepakowego ttoczonego na zimno
w kolejnych miesigcach przechowywania. (A) butelka bezbarwna eksponowana na $wiatto, (B) butelka zielona
eksponowana na $wiatto, (C) butelka bezbarwna w ciemnosci. Probki nierozcienczone dla AA= 30 nm.
Na podstawie badan wiasnych
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Rysunek 65. Zmiany w widmach synchronicznych fluorescencji oleju rzepakowego ttoczonego na zimno
w kolejnych miesigcach przechowywania. (A) butelka bezbarwna eksponowana na $wiatlo, (B) butelka zielona
eksponowana na $wiatto, (C) butelka bezbarwna w ciemno$ci. Probki nierozcienczone dla A= 60 nm.
Na podstawie badan wlasnych
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Na podstawie pomiarow widm synchronicznych fluorescencji dla probek oleju
rzepakowego dokonano odczytu zmian intensywnosci fluorescencji poszczegdlnych pasm.
Zmiany intensywnos$ci odczytano z widma AA=10 nm przy dlugosci fali A=306 nm, przy
ktorej tokoferole wykazywaly maksimum emisji 1 przy dtugosci fali A=666 nm dla maksimum
emisji chlorofili. Ponadto z widm AA=60 nm odczytano zmiany intensywno$ci pasma przy
dhugosci fali A= 324 nm. Zmiany intensywnosci pasm wyrazone w procentach przedstawiono
na rysunku 66.
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Rysunek 66. Zmiany intensywnos$ci chlorofili (A), tokoferoli (B), i pasma przy dlugosci fali 324 nm
(C) w probkach oleju rzepakowego przechowywanego w réznych warunkach. Zmiany wyrazone w procentach.
Na podstawie badan wlasnych
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W przypadku barwnikéw chlorofilowych najwigksze zmiany intensywnosci pasm
stwierdzono dla préobek oleju rzepakowego przechowywanych bezbarwnej butelce
wystawione] na dziatanie §wiatla. Najmniejsze zmiany odnotowano natomiast w probkach
przechowywanych bez dostepu $wiatla. Zmiany w butelkach zielonych miaty charakter
posredni. Bardzo szybki rozktad chlorofili w warunkach ekspozycji na dziatanie $wiatla,
zwigzany jest z jego udzialem w fotosensybilizowanej reakcji utleniania tluszczow.
Chlorofile, wykazujac dziatanie pro-utleniajace, umozliwiajg energetyczng przemiang tlenu
tripletowego (°0,) do postaci singletowej (*O,), inicjujac utlenianie kwaséw thuszczowych
(Rotkiewicz 2002).

W przypadku tokoferoli obserwowano mate zmiany intensywnosci pasma (do okoto
70%) dla probek oleju rzepakowego przechowywanego bez dostgpu $wiatta. Wigkszymi
zmianami odznaczaly si¢ probki oleju eksponowane na $wiatlo. R6znice pomiedzy probkami
przechowywanymi na $wietle w butelce zielonej i w butelce bezbarwnej byty niewielkie.
Oznacza to, ze proces fotoutleniania zachodzi znacznie szybciej od autooksydacji, co ma
wplyw na wickszy rozktad tokoferoli w probkach wystawionych na dzialanie $wiatla
(Caponio i in. 2005).

Przy dtugosci fali A= 324 nm obserwuje si¢ wzrost intensywnosci pasma niezaleznie od
wariantu przechowywania. W oleju eksponowanym na dziatanie $wiatta wzrost ten jest
wigkszy niz dla probek przechowywanych w ciemnos$ci. Najwigksze zmiany intensywnosci
zaobserwowano w butelkach bezbarwnych eksponowanych na $wiatlo, najmniejsze
w butelkach przechowywanych w ciemnos$ci. Zmiany te wynikaja z powstawania produktéw
utleniania.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, i1z najmniejsze zmiany
intensywnos$ci pasm pochodzacych od barwnikow chlorofilowych i tokoferoli wykazuja
probki oleju przechowywane bez dostgpu $wiatla. Najwieksze zmiany intensywnosci zaszly

natomiast w probkach eksponowanych na §wiatto w butelce ze szkta bezbarwnego.
Analiza PCA widm synchronicznych fluorescencji przechowywanego oleju rzepakowego
W celu analizy zmian fluorescencji dla wszystkich przechowywanych probek

przeprowadzono analize glownych sktadowych (PCA) dla widm synchronicznych

fluorescencji zmierzonych dla A=10, 30 1 60 nm, rysunek 67.
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Whyniki analizy PCA widm synchronicznych fluorescencji zmierzonych przy AA=10 nm
dla oleju rzepakowego przechowywanego w réznych warunkach, przedstawiono na rysunku
67 A. Pierwsza i druga gléwna sktadowa (PC1 i PC2) opisuja 100% catkowitej zmiennosci,
przy czym PC1 opisuje 98% catkowitej zmiennosci a PC2 2%. Probki oleju $wiezego
charakteryzowaly si¢ najwyzszg wartoscig PC1 1 PC2. PCI réznicuje probki ze wzgledu na
czas i warunki przechowywania. Na podstawie rozktadu tadunkéw mozna stwierdzi¢, ze PC1
jest dodatnio skorelowana z pasmem pochodzacym od emisji tokoferoli i chlorofili. PC2,
ktore roznicuje olej $wiezy od przechowywanego, jest dodatnio skorelowane z pasmem emisji
chlorofili i z pasmem z maksimum emisji przy dtugosci fali 660 nm oraz ujemnie z pasmem
przy dtugosci fali 670 nm.

Na rysunkach 67 B i C przedstawiono wyniki analizy PCA dla widm synchronicznych
fluorescencji zmierzonych przy AA=30 i 60 nm. Rowniez dla tych przypadkoéw obserwuje si¢
grupowanie probek olejéw w zalezno$ci od warunkow przechowywania oraz rozmieszczenie

w ramach danej grupy zalezne od czasu przechowywania.
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Rysunek 67. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych widm synchronicznych fluorescencji zmierzonych przy
AA=10 (A), 30 (B) i 60 nm (C) dla oleju rzepakowego przechowywanego w réznych warunkach. Lewy panel —
wykres wspotrzednych czynnikowych w ukladzie wyznaczonym przez dwie pierwsze glowne sktadowe PC1
i PC2. RD - olej rzepakowy przechowywany w ciemno$ci, RG — olej rzepakowy przechowywany w zielonej
butelce eksponowany na $wiatto, RL — olej rzepakowy przechowywany w bezbarwnej butelce eksponowany na
$wiatlo. Prawy panel — wykres tadunkéw czynnikowych dla PC1i PC2. Na podstawie badan wtasnych
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9.5. Korelacja parametrow analitycznych opisujacych jakos¢ oleju rzepakowego i widm

W celu okres$lenia zalezno$ci migedzy widmami oleju rzepakowego ttoczonego na zimno
a wyznaczonymi parametrami analitycznymi okreslajacymi jego jakos$¢, przeprowadzono
analize¢ regresji PLS. Zmienng X stanowily odpowiednie widma, natomiast zmienng Y
stanowily parametry chemiczne: liczba kwasowa, liczba nadtlenkowa, wspétczynniki
absorpcji Koz 1 Ko7 oraz zawartos$¢ tlenu w fazie nadpowierzchniowej i w oleju. Dla widm
synchronicznych zmierzonych przy AA=10, 30 i 60 nm, zbadano rowniez korelacj¢ widm

z 0g6lng zawartoscia tokoferoli.

Analiza PLS widm w zakresie bliskiej podczerwieni

Wiyniki analizy regresji czastkowych najmniejszych kwadratow (PLS) dla widm w zakresie
MIR oleju rzepakowego, przechowywanego w réznych warunkach 1 parametrow
analitycznych. przedstawiono w tabeli 23. Dla wickszosci analizowanych modeli nie
stwierdzono korelacji widm w zakresie NIR z wyznaczonymi parametrami chemicznymi.
Istotne zaleznos$ci uzyskano jedynie dla wspotczynnika absorpcji Kz, , ale model kalibracyjny

charakteryzowat si¢ niska wartoscia R i RPD.

Najlepszy model PLS otrzymano dla parametru Ksz,.

Tabela 23. Wyniki analizy regresji PLS widm w zakresie NIR oleju rzepakowego i liczby nadtlenkowej,

kwasowej, wspotczynnikow absorpcji Kyzg i Kps, oraz zawartoscei tlenu

Olej Parametry Zakres widma PLS
chemiczne [cm™] LV R? RMSECV SECV  §,[%] RPD
12487-4510
Liczba 8423-6115 --- --- - - -
nadtlenkowa 6115-4510 -
12487-4510
Liczba kwasowa 8423-6115 --- --- --- - -
6115-4510
12487-4510
Olej Karo 8423-6115 5
rzepakowy 6115-4510
12487-4510 3 0,66 1,20 1,21 30 1,7
Kasy 8423-6115 4 0,52 1,43 1,47 35 14
6115-4510 3 0,50 1,46 1,46 36,5 14
Tlen w fazie 12487-4510 - - - --- ---
nadpowierzchniowej 8423-6115 - - - - —
lub w oleju 6115- 4510 — — — — —

W tabeli przedstawiono charakterystyke modeli kalibracyjnych dla ktorych otrzymano R*> 0,5
Na podstawie badan wiasnych
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Analiza PLS widm w zakresie widzialnym (Vis)

Wyniki analizy regresji PLS widm w zakresie Vis oleju rzepakowego przechowywanego

w roznych warunkach i parametrow analitycznych, przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 24. Wyniki analizy regresji PLS widm w zakresie Vis oleju rzepakowego i liczby nadtlenkowej,

kwasowej, parametrow Ky7q i K,z oraz zawartosci tlenu

Olej Parametry Zakres PLS
chemiczne widma | LV R?* RMSECV SECV &J[%] RPD
[nm]
Liczba nadtlenkowa | 350-750 | --
350-550 | --
600-750 | --
350-750 | --
Liczba kwasowa 350-550 | --
600-750 | --
350-750 4 0,56 0,07 0,07 14,5 1,4
Koo 350-550 5 059 0,06 0,06 12,5 1,7
Olej 600-750 | --
rzepakowy 350-750 | 2 0,62 13 14 8,4 15
Koz 350-550 2 0,62 1,3 1,4 8,4 1,5
600-750 | --
350-750 | --- -
Tlen w fazie 350-550 | - -
nadpowierzchniowej | 600-750 | ---  ---
350-750 | --- -
Tlen w oleju 350-550 | --- -
600-750 | --- -
W tabeli przedstawiono charakterystyke modeli kalibracyjnych dla ktérych otrzymano R*> 0,5
Na podstawie badan wtasnych

Otrzymane modele charakteryzowaty si¢ niskimi wartosciami R® i RPD. Najlepsze modele
uzyskano dla wspotczynnikow absorpcji Koo 1 Kazp. Nie stwierdzono korelacji widm

absorpcji z wartosciami liczby kwasowej i z tlenem w oleju.
Analiza PLS widm synchronicznych fluorescencji

W tabeli 25 przedstawiono wyniki analizy regresji PLS dla widm synchronicznych
fluorescencji (AA= 10, 30, 60 nm) oleju rzepakowego 1 parametréw analitycznych.

Najlepsze modele kalibracyjne otrzymano dla przewidywania catkowitej zwartosci
tokoferoli. Sposrod tych modeli najlepszymi parametrami charakteryzowat si¢ model dla
widm synchronicznych, zmierzonych dla AA=30 nm. Dla widm synchronicznych zmierzonych

przy AA=30 nm uzyskano stosunkowo dobre dopasowanie z parametrem Kj79. Warto$¢
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parametru Ks3; udato si¢ skorelowa¢ z widmami synchronicznymi zmierzonymi przy AA=60

nm. Dla LO, LK i tlenu w oleju nie stwierdzono znaczacych korelacji.

Tabela 25. Wyniki analizy regresji metoda PLS widm synchronicznych fluorescencji oraz wartosci

wyznaczonych parametréw chemicznych uzyskanych dla oleju rzepakowego.

Parametry | Zakreswidma PLS
chemiczne [nm] LV R® RMSEP SEP &%] RPD
LO 270-700
LK 270-700
AX=10 nm Koz 270-700
Ka7o 270-700
Tlen w f.n. 270-700 2 0,55 44 4,5 1,7
Tlen woleju 270-700 I
Tokoferole 270-400 1 0,60 43,2 44 7,5 2,3
LO 270-700 5 054 6,2 6,3 43 1,5
LK 270-700
AX=30 nm Koz 270-700
Ka7o 270-700 5 0,67 0,06 0,06 12,2 1,6
Tlen w f.n. 270-700
Tlen woleju 270-700 I
Tokoferole 270-400 10 0,82 43,2 44 7,5 2,3
LO 270-700
LK 270-700 8 0,52 0,04 0,05 5 2,5
A2=60 nm Koz 270-700 4 0,60 1,3 1,3 32,5 1,5
Ka7o 270-700 6 0,61 0,06 0,06 12,2 1,6
Tlen w f.n. 270-700 10 0,51 4,8 4,9 1,6
Tlen w oleju 270-700
Tokoferole 270-400 8 0,74 51,6 53 8,9 2,0

W tabeli przedstawiono charakterystyke modeli kalibracyjnych dla ktorych otrzymano RZ> 0,5
Na podstawie badan wiasnych

9.6. Podsumowanie

W zaleznosci od warunkéw przechowywania i barwy opakowania obserwuje si¢ rozny zakres
przemian oksydacyjnych.

Badania przeprowadzone w tym rozdziale miaty na celu ocen¢ zmian zachodzacych
w oleju rzepakowym ttoczonym na zimno w czasie przechowywania w r6znych warunkach.
Badany olej przechowywano przez okres szesciu miesigcy w butelkach zielonych
1 bezbarwnych eksponowanych na $§wiatto oraz w ciemnosci.

W probkach przechowywanych na S$wietle stwierdzono wigksze zaawansowanie

procesOw utleniania objawiajace si¢ powstawaniem zaré6wno pierwotnych jak i wtérnych
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produktéw utlenienia. Probki przechowywane w ciemnosci charakteryzowaly sie wyzszym
stezeniem pierwotnych produktow utlenienia.

Wraz ze wzrostem st¢zenia pierwotnych produktéw utlenienia (LO i Ks3), zmniejszata
si¢ zawartos¢ karotenoidow 1 tokoferoli. Probki przechowywane w ciemnosci
charakteryzowaty si¢ najwyzszg zawartoscig tokoferoli. Najwigkszy spadek ich stezenia
odnotowano w oleju przechowywanym w zielonych butelkach eksponowanym na §wiatto.

W trakcie przechowywania zmieniala si¢ rowniez zawarto$¢ tlenu w fazie
nadpowierzchniowej i w oleju. Dla probek przechowywanych w ciemnos$ci zmiany zawartosci
tlenu zachodzity wolniej niz w probkach poddanych dzialaniu §wiatta.

Na podstawie analizy korelacji stwierdzono, ze istnieja zalezno$ci migdzy liczba
nadtlenkowa a wspotczynnikiem absorpcji Kazz , co zwigzane jest z przyrostem pierwotnych
produktéw utlenienia. Ponadto odnotowano ujemng korelacje liczby nadtlenkowej
z zawarto$cig: karotenoidéw, tokoferoli i1 tlenu w oleju. Zalezno$¢ ta wskazywala,
ze w wyniku przyrostu pierwotnych produktéw utlenienia nastgpowato utlenienie
karotenoidow i tokoferoli, oraz zmniejszenie zawartosci tlenu w oleju. Dla liczby kwasowej
nie otrzymano istotnych korelacji z wyznaczonymi parametrami chemicznymi.

W widmach w zakresie NIR oleju przechowywanego w réznych warunkach nie
odnotowano zauwazalnych réznic, wskazujacych na zachodzace w oleju procesy utleniania.
Wynika to z faktu, ze zawartos¢ glownych sktadnikow obecnych w oleju nie zmieniata si¢
w czasie przechowywania.

Zmiany zalezne od czasu i warunkéw przechowywania obserwowano w widmach
elektronowych. Szczegdlnie przydatne okazaty si¢ widma synchroniczne fluorescencji,
w ktorych obserwowano zmniejszenie intensywnosci pasm emisji tokoferoli i chlorofili oraz
wzrost intensywnosci pasma pochodzacego od produktéw proceséw utleniania. Zakres tych
zmian byl najmniejszy dla probek przechowywanych w ciemnos$ci. Najwigksze zmiany
widoczne byly w oleju przechowywanym w bezbarwnych butelkach eksponowanych
na $wiatto.

Na podstawie analizy regresji PLS widm oscylacyjnych i elektronowych, uzyskano
stabe ilosciowe korelacje widm i parametrow analitycznych. Najlepszy model otrzymano dla
widm synchronicznych fluorescencji (AA=30 nm) i zawartosci tokoferoli. Wartos¢ R®
otrzymanego modelu wynosita 0,82 , a RPD 2,3.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze ochrona przed $wiatlem

wplywa korzystnie na jako$¢ oleju, ale efekt ochrony butelki zielonej jest ograniczony.
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10. WNIOSKI

Celem rozprawy doktorskiej byta ocena roznych aspektéw jakoSci olejow ro$linnych z
zastosowaniem wybranych technik spektroskopowych.

Z przeprowadzonych badan oraz studiow literaturowych wynika, ze metody
spektroskopowe s3 szeroko wykorzystywane w badaniach olejow roslinnych. Techniki te
wykorzystuje si¢ m.in. do okreslenia sktadu olejow, wykrywania zafatszowan i identyfikacji
pochodzenia geograficznego oraz do kontroli procesow oksydacyjnych zachodzacych podczas
przechowywania. W literaturze naukowej liczba prac, w ktorych poréwnuje si¢ mozliwosci
réznych technik analitycznych w analizie olejow roslinnych jest jednak ograniczona.

W pracy postawiono hipotez¢ glowna, ze wybrane techniki spektroskopowe moga

zosta¢ wykorzystane do oceny jakos$ci olejow roslinnych.
Analiza widm olejow roslinnych

Pierwszy etap badan dotyczyt pomiardéw 1 analizy widm $wiezych olejow roslinnych
z zastosowaniem réznych technik spektroskopowych. Do badan wybrano oleje roslinne
tloczone na zimno oraz rafinowane (m.in. rzepakowy, oliwg z oliwek 1 stonecznikowy).
Widma olejow uzyskane z zastosowaniem roznych technik spektroskopowych zawieraty
informacje o wtasciwosciach chemicznych badanych probek olejow.

W widmach w zakresie podczerwieni (NIR i MIR) widoczne byty pasma pochodzace od
kwasow thuszczowych i triacylogliceroli. Widma w zakresie NIR i MIR dla danego gatunku
oleju byly do siebie podobne i praktycznie nierozréznialne. W widmach odmiennych
gatunkdw olejow mozna bylo zaobserwowal charakterystyczne roznice w ksztalcie,
potozeniu 1 intensywno$ci pasm. Rodznice te zwigzane sa S$ciSle ze sktadem oleju,
a w szczegollnosci z zawartoscig nienasyconych kwasow tluszczowych. Oleje stonecznikowe
w poréwnaniu z olejami rzepakowymi i1 oliwami z oliwek charakteryzuja si¢ najwyzsza
zawartoscig tych kwasoéw. Analizujac widma w zakresie 1600-550 cm™ zaobserwowano,
ze oleje stonecznikowe odznaczaty si¢ najwyzsza intensywnoscig pasm wystepujacych w tym
zakresie. Oliwy z oliwek w poréwnaniu z olejami rzepakowymi i stonecznikowymi cechujg
si¢ wysoka zawartoscig kwasu oleinowego. W olejach stonecznikowych zawarto$¢ tego
kwasu jest najnizsza. Analiza pasm w zakresie 3100-2700 cm™ ujawnita bezposredni zwigzek
z zawartos$cig nienasyconych kwasow thuszczowych. Oliwy z oliwek w omawianym zakresie

charakteryzowaly si¢ najwyzsza intensywnos$cig pasm, natomiast oleje stonecznikowe
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najnizsza. W widmach w zakresie NIR rowniez odnotowano pasma, ktére przypisa¢ mozna
do danego gatunku oleju. Dla oliw z oliwek charakterystyczne byto intensywne pasmo z
maksimum przy liczbie falowej 5795 cm™. W pozostatych gatunkach olejow pasmo to ulegato
przesunieciu, a jego intensywno$¢ byta najmniejsza w olejach stonecznikowych. Wysoka
zawarto$¢ nienasyconych kwasow tluszczowych w olejach stonecznikowych wptywa
natomiast na ksztalt pasma w zakresie 5300-4500 cm™. Pasma w tym zakresie sa najbardziej
intensywne wilasnie dla tego gatunku oleju, a najmniej intensywne w oliwach z oliwek.

Widma absorpcji w zakresie widzialnym (Vis) to przede wszystkich pasma pochodzace
od absorpcji barwnikow karotenoidowych i chlorofilowych. Zawartos¢ tych zwiazkow
zalezna jest od jakosci surowca, jego gatunku i technologii otrzymywania oleju. Otrzymane
widma w zakresie Vis umozliwily wizualng identyfikacje olejow. W widmach olejow
poddanych procesom rafinacji nie byty obecne pasma absorpcji pochodzace od barwnikoéw,
ktoére zostaty usuniete pod wplywem dziatania wysokich temperatur. Oleje rzepakowe
posiadaja najwyzsza zawarto$¢ karotenoidow w porownaniu z olejami stonecznikowymi
i oliwami z oliwek. Oliwy z oliwek cechuja si¢ natomiast wyzsza zwartoscig chlorofili niz
pozostale gatunki badanych olejéw. R6znice te mozna bylo zaobserwowac w ksztalcie pasm.
Widma olejow rzepakowych ttoczonych na zimno charakteryzowaly si¢ najwyzsza absorpcja
pasm pochodzacych od barwnikéw karotenoidowych. Pasmo przy liczbie falowej ok. 666 nm
przypisane absorpcji chlorofili bylo najbardziej intensywne w oliwach extra virgin.

Fluorescencja olejow byta wynikiem obecnosci zwiazkéw z grupy tokoferoli, chlorofili,
fenoli i pozostatych fluoryzujacych sktadnikéw. W widmach synchronicznych wszystkich
badanych olejow obserwowano pasmo pochodzace od tokoferoli, ktorego intensywnos¢
zalezna jest od gatunku oleju. Ponadto w niektéorych olejach widoczne bylo pasmo
w posrednim zakresie widma (350-500 nm). Pasmo przy dtugosci fali 666 nm jest szczegdlne
charakterystyczne dla oliw z oliwek extra virgin, dla ktorych przyjmuje najwigksza
intensywnos$¢. Oleje rafinowane (slonecznikowy 1 rzepakowy) nie posiadajg pasma emisji
przy tej dlugosci fali.

Na podstawie przeprowadzonych analiz PCA zaobserwowano charakterystyczne
rozmieszczenie probek. Dla widm oscylacyjnych probki rozroézniane byly na podstawie
zawartosci kwasoéw tluszczowych. Dla widm elektronowych obserwuje si¢ grupowanie

probek w zalezno$ci od gatunku oleju (sktadu chemicznego) i stopnia przetworzenia.
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Zafatszowania oliwy extra virgin olejami gorszej jakosci

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono badania majace na celu okreslenie przydatnosci
wybranych technik spektroskopowych do badan zafalszowan oliwy z oliwek. W tym celu
badano mieszaniny oliwy extra virgin z olejem slonecznikowym oraz oliwy extra virgin
z oliwg rafinowang lub deodoryzowana.

W pierwszym etapie badano zafatszowania oliwy extra virgin olejem stonecznikowym,
wykorzystujac widma w zakresie NIR, MIR i fluorescencje.

Widma w zakresie MIR i1 NIR oliwy extra virgin i oleju stonecznikowego oraz ich
mieszanin byly do siebie podobne, jednak w niektorych zakresach mozna bylo dostrzec
odmienny ksztalt pasm zwigzany ze sktadem olejow.

W widmach fluorescencji badanych mieszanin (EVO+S) wystepowaly pasma
charakterystyczne dla danego gatunku oleju. Analiza widm synchronicznych fluorescenciji
mieszaniny oliwy z olejem stonecznikowym dla AA= 10, 30 i 60 nm, pozwolita zaobserwowac
zmiany wywotane zwigkszeniem stezenia oleju fatszujacego. Dodatek oleju stonecznikowego
wptywal na wzrost intensywno$ci pasma pochodzacego od tokoferoli. Odwrotng zaleznos$¢
zaobserwowano w pasmach pochodzacych od chlorofili, dla ktoérych intensywno$¢
zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia oleju stonecznikowego w mieszaninie z oliwg
extra virgin.

Analiz¢ widm mieszanin oliwy extra virgin z tanszym olejem stonecznikowym
przeprowadzono z zastosowaniem metod regresji czastkowych najmniejszych kwadratow
(PLS) i regresji gtownych sktadowych (PCR). Najlepsze rezultaty otrzymano dla widm
w zakresie MIR. Uzyskany model kalibracyjny cechowat si¢ wysoka wartoscig RPD réwna
12. Najlepszy model PLS dla widm w zakresie NIR charakteryzowal si¢ wartoscia RPD
réwng 8,6. Dla widm synchronicznych fluorescencji najlepsze dopasowanie otrzymano dla
A)= 60 nm. Model ten cechowal si¢ wysoka wartoscig R? rowng 0,99 1 RPD réwng 9,7.

W drugim etapie badano zafalszowania oliwy extra virgin oliwami gorszej jakosci.
Do analiz wykorzystano spektroskopi¢ absorpcyjna w zakresie NIR, MIR i Vis oraz
fluorescencje.

Wizualne rozréznienie widm oscylacyjnych oliwy extra virgin, oliwy rafinowanej
1 deodoryzowanej nie byto mozliwe. W celu zréznicowania badanych oliw przeprowadzono
analiz¢ PCA, na podstawie ktoérej skutecznie pogrupowano oleje ze wzgledu na stopien

przetworzenia.
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W widmach Vis oliwy extra virgin, oliwy rafinowanej i deodoryzowanej widoczne byty
réznice w intensywnos$ci pasm pochodzacych od poszczegélnych barwnikow, co umozliwito
ich prosta identyfikacje.

W  widmach catkowitej 1 synchronicznej fluorescencji obecne byly pasma
charakterystyczne dla danego gatunku oliwy, pochodzace od emisji tokoferoli, chlorofili
1 innych emitujacych sktadnikow.

Analiz¢ widm mieszanin oliwy extra virgin z oliwg deodoryzowang i rafinowang
przeprowadzono z zastosowaniem metod regresji czastkowych najmniejszych kwadratow
(PLS) i regresji gtownych sktadowych (PCR). Najlepszy model PLS otrzymano dla widm
synchronicznych fluorescencji (AA= 10 nm), dla ktérego wartosé R? byta réwna 0,99 a RPD
réwna 8,6. Najlepszy model kalibracyjny PLS dla widm oscylacyjnych uzyskano dla widm w
zakresie MIR. Model ten charakteryzowal si¢ warto$cia R? rowng 0,985 i RPD réwna 7,4. Dla
widm w zakresie NIR warto$¢ R? i RPD byty réwne 0,97 i 6,1. Najlepszy model kalibracyjny
dla widm w zakresie Vis cechowat si¢ dobrym dopasowaniem o czym $wiadczyla wartosé R?
réwna 0,980 i RPD rowne 6,5. Dla polaczonych zakreséw widm mieszanin oliwy extra virgin
z oliwg deodoryzowang lub rafinowana uzyskano wysokie korelacje pomigdzy widmami
a sktadem procentowym mieszanin oliw. Uzyskane parametry modeli byly jednak gorsze niz
podczas analizy poszczegdlnych zakresow.

Wykazano, ze na podstawie przeprowadzonych analiz regresji mozliwe jest ilo§ciowe
okreslenie dodatku fatszujacego w oliwie z oliwek extra virgin. Zastosowanie przeksztatcen
widm (korekcji rozproszenia i/lub obliczenie pochodnych) oraz wybor charakterystycznych
zakresOw absorpcji lub emisji, wptynelo pozytywnie na jako$¢ otrzymanych modeli. Modele
otrzymane metodg PCR charakteryzowaty si¢ podobnym poziomem dopasowania jak modele
otrzymane metoda PLS.

Postawiona w pracy hipoteza szczegotowa, ze wybrane techniki spektroskopowe moga
zosta¢ wykorzystane do wykrywania zafalszowan oliwy extra virgin tanszymi olejami, zostata

pozytywnie zweryfikowana.
Stabilnosé¢ oksydacyjna

W nastgpnym etapie badan techniki spektroskopowe postuzyly do badania procesow
utleniania olejéow. Probki olejéw ogrzewano przez okres 15 dni w temperaturze 60°C bez
dostepu $wiatta. Co trzeci dzien oceniano jako$¢ oleju przez oznaczenie metodami

klasycznymi parametréw chemicznych (liczby nadtlenkowej i kwasowej). W wyniku
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dziatania wysokich temperatur zaobserwowano intensywny wzrost wartosci liczby
nadtlenkowej. Tempo zmian bylo zalezne od gatunku oleju i stopnia jego przetworzenia.
Najbardziej odporne na procesy utleniania byly oliwy z oliwek, ktére cechuja si¢ duza
zawartoscig antyoksydantow (zwigzkow fenolowych, tokoferoli 1 fosfolipidow) oraz dobra
proporcja nienasyconych kwasow ttuszczowych. Oleje rzepakowe z powodu znacznych ilosci
kwasu linolenowego n-3 (7-10%) byly mniej stabilne niz oliwy. Najwyzsze warto$ci LO
zaobserwowano w olejach stonecznikowych, ktére charakteryzuja si¢ znaczng iloscig
podatnego na utlenianie kwasu linolowego (63%) i linolenowego (0,2%). Oleje rzepakowe
poddane procesom rafinacji byty mniej stabilne niz oleje tloczone na zimno. Wartosci liczby
kwasowej w trakcie catego eksperymentu nie ulegaly znacznym zmianom. Jedynie w oleju
stonecznikowym (S1) odnotowano zawyzony poziom wolnych kwaséw tluszczowych juz w
Swiezej probce.

Spektroskopia oscylacyjna postuzyta do monitorowania zmian zachodzacych w olejach.
W widmach w zakresie MIR i NIR widoczne byty roznice w ksztalcie i intensywnosci pasm,
$wiadczace o postepujacych procesach utleniania. Do analizy widm w zakresie MIR i NIR
wykorzystano analize wielowymiarowej dekonwolucji krzywych MCR, na podstawie ktorej
wyodrebniono widma czystych sktadnikow oraz okreslono ich wzgledne st¢zenia. W oliwach
z oliwek przez caly okres utleniania nie odnotowano zmian stezen poszczegdlnych
sktadnikow. W olejach rzepakowych i stonecznikowych stezenie pierwszego komponentu,
o charakterystyce spektralnej produktéw utleniania, wzrastalo wraz z postgpem proceséw
oksydacyjnych. St¢zenie drugiego komponentu, o charakterystyce struktury nienasyconej
malalo w czasie. Trzeci skladnik (struktury nienasycone) zmniejszal swoje stezenia
w niewielkim stopniu w trakcie zachodzgcych proceséw oksydacyjnych. Dla badanych olejow
przeprowadzono analiz¢ metoda klasycznej regresji liniowej dla wartosci wzglednych stezen
i liczby nadtlenkowej lub kwasowej. Dla olejow rzepakowych uzyskano dobra korelacje
pierwszego i drugiego komponentu z liczba nadtlenkows. Dla trzeciego sktadnika nie
uzyskano korelacji z liczbg nadtlenkowg. Dla oleju stonecznikowego uzyskano stabe
korelacje z pierwszym i drugim skladnikiem. Oliwy z oliwek nie wykazaty korelacji liczby
nadtlenkowej ze stezeniem poszczegdlnych komponentow. Przeprowadzone korelacje
wzglednych stezen sktadnikéw z liczbg kwasowa nie wykazaty zaleznosci dla olejow
rzepakowych i oliw. Dla olejow stonecznikowych stwierdzono zaleznos¢ tylko pierwszego
komponentu z LK, co wynikalo z réznic miedzy olejami stonecznikowymi, a nie ze zmianami

zachodzacymi w czasie utleniania. Otrzymane wyniki analizy MCR wskazuja, ze metoda ta
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moglaby zosta¢ wykorzystana do okreslania stabilnosci oksydacyjnej olejow wylacznie na
podstawie pomiaru i analizy widm oscylacyjnych.

Zastosowanie spektroskopii elektronowej umozliwito wizualizacj¢ zmian zachodzacych
w olejach podczas ich utleniania. W widmach absorpcji olejow ttoczonych na zimno
w zakresie Vis obserwuje si¢ spadek intensywnosci pasm pochodzacych od barwnikow
karotenoidowych. W pigtnastym dniu ogrzewania pasmo to ulegto prawie catkowitej redukcji.
Pasmo pochodzace od absorpcji chlorofili rowniez zmniejszato Swoja intensywno$¢ (jednak
zmiany te byly niewielkie).

W widmach synchronicznych fluorescencji (AA=10 nm) olejow zachodza
charakterystyczne zmiany w czasie ogrzewania, zalezne od gatunku oleju i sposobu jego
otrzymywania. W widmach olejéow tloczonych na zimno: EVO, OW, R i S obserwowano
spadek intensywnosci pasm pochodzacych od tokoferoli i1 chlorofili oraz wzrost
intensywno$ci pasma w posrednim zakresie widma, wywotany produktami rozktadu
barwnikéw chlorofilowych lub/i produktami utleniania. W czasie ogrzewania olejow
rafinowanych w wyniku zachodzacych proces6w utleniania nastepowal spadek intensywnosci
pasm zarowno w zakresie krotkofalowym jak i dtugofalowym.

Zastosowana analiza regresji PLS widm oscylacyjnych i elektronowych, wykazata
istotne korelacje widm z liczba nadtlenkowa i kwasowa. Najlepszy model kalibracyjny dla
liczby kwasowej i nadtlenkowej, dla wszystkich badanych olejow, uzyskano dla zakresu NIR
(R?= 0,977 i RPD= 3,8). Najlepszy model przewidywania liczby kwasowej i nadletnkowej
rowniez otrzymano dla widm w zakresie NIR (R?= 0,970 i RPD= 5,9).

Na podstawie przeprowadzonych badan zweryfikowano pozytywnie postawiong
hipoteze szczegotowa, dotyczacg wykorzystania technik spektroskopowych do oceny

stabilnos$ci oksydacyjnej olejow roslinnych.
Badanie zmian wlasciwosci oleju podczas przechowywania

W ostatnim etapie pracy wykorzystano techniki spektroskopowe (Vis, NIR i fluorescencjg)
do kontroli jako$ci oleju rzepakowego w czasie przechowywania. Olej rzepakowy
przechowywany byt w butelkach bezbarwnych i zielonych eksponowanych na §wiatto oraz w
ciemnosci.

Na podstawie przeprowadzonych oznaczen chemicznych, Wykazano rozne
zaawansowanie procesOw utleniania w zaleznosci od rodzaju opakowania. Probki oleju

rzepakowego przechowywanego w ciemno$ci charakteryzowaly si¢ najwicksza liczba
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nadtlenkowa, co zwigzane byto z powstawaniem pierwotnych produktow utlenienia. Mniejsze
zmiany wartosci LO odnotowano w olejach eksponowanych na §wiatlo. Zmiany liczby
kwasowej w przeprowadzonym tescie dla wszystkich probek byly niewielkie i nawet po
sze$ciu miesigcach przechowywania nie przekraczaly dopuszczalnych wartosci.

Niezaleznie od warunkow przechowywania obserwowano wzrost pierwotnych
I wtornych produktow utleniania, o czym informowaly wartoSci specyficznych
wspotczynnikow  absorpcji (Kozz 1 Kyzg). Probki  przechowywane w  ciemnosci
charakteryzowaty si¢ wyzszymi wartosciami parametru Kjzp w stosunku do probek
eksponowanych na $wiatto. Z badan tych wynikato, Zze olej rzepakowy przechowywany
w ciemnosci zawieral glownie pierwotne produkty utlenienia, natomiast w eksponowanych na
$wiatto procesu utleniania byly bardziej zaawansowane.

W  przechowywanym oleju zmieniata si¢ rdwniez zawarto$¢ barwnikow
karotenoidowych oraz tokoferoli. Zwiagzki te dzialaja przeciwutleniajgco, a ich zmiany
zalezne byly od warunkéw przechowywania. W wyniku fotosensybilizizacji dochodzi
do szybszych procesow fotoutleniania niz autoutleniania co widoczne jest w probkach
eksponowanych na $wiatto. Rozktad tokoferoli byt najszybszy w oleju przechowywanym w
bezbarwnej butelce wystawionej na dziatanie promieniowania $wietlnego. Najmniejsze
zmiany obserwowano natomiast w oleju przechowywanym w ciemnosci.

W trakcie przechowywania zmieniala si¢ zawartos¢ tlenu w fazie nadpowierzchniowe
i w oleju. Najwigkszy spadek zawartosci tlenu w butelce odnotowano dla probek oleju
przechowywanego w butelce bezbarwnej, eksponowanego na $wiatto. Dla tego samego oleju
zaobserwowano po sze$ciu miesigcach przechowywania najwyzsze stezenie tlenu O,
(w oleju). Byto to prawdopodobnie efektem uwalniania tlenu we wtdrnych procesach
utleniania. W probkach przechowywanych w ciemnos$ci zmiany zawartosci tlenu (w fazie
nadpowierzchniowej i w oleju) zachodzity wolniej niz w probkach poddanych dziataniu
Swiatla.

Na podstawie analizy korelacji wykazano, ze liczba nadtlenkowa jest dodatnio
skorelowana ze wspotczynnikiem absorpcji Kaszp, €O wskazuje na przyrost pierwotnych
produktow utlenienia. Ujemna korelacja LO z zawartoscig tlenu w oleju (O,), zawartoscia
karotenoidow 1 tokoferoli oznaczata, ze wraz ze wzrostem stezenia pierwotnych produktow
utlenienia nastepowata konsumpcja tleu w oleju, oraz utlenianie karotenoidow i tokoferoli.
Dla liczby kwasowej nie otrzymano istotnych korelacji z wyznaczonymi parametrami

chemicznymi.
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Whyniki analizy PCA ujawnily rézny zakres zmian oksydacyjnych dla probek
przechowywanych w ciemnosci i eksponowanych na $wiatto. Natomiast nie odnotowano
wyraznego wptywu barwy butelki.

W widmach w zakresie bliskiej podczerwieni oleju rzepakowego przechowywanego
w roznych warunkach nie odnotowano systematycznych zmian w zaleznos$ci od czasu
i warunkoéw przechowywania. Spektroskopia w zakresie NIR charakteryzowata si¢ mniejsza
czulo$cig i ograniczata si¢ przede wszystkim do gtownych sktadnikéw oleju (kwasoéw
thuszczowych 1 tracylogliceroli), ktérych zawarto§¢ nie zmieniala si¢ w czasie
przechowywania.

Zastosowanie spektroskopii w zakresie widzialnym, pozwolilo otrzymac informacje
o barwnikach obecnych w przechowywanym oleju rzepakowym. W zaleznosci od warunkow
przechowywania i rodzaju opakowania obserwowano zmiany w widmach absorpcji
polegajace na zmniejszeniu intensywnosci pasm pochodzacych od absorpcji karotenoidow.

W widmach synchronicznych fluorescencji oleju obserwowano charakterystyczne
zmiany w czasie przechowywania, zalezne od warunkéw przechowywania. Intensywnosc¢
pasm pochodzacych od emisji tokoferoli i chlorofili zmniejszata si¢ w stopniu zaleznym od
warunkow przechowywania. Najwigksze zmiany w intensywno$ci pasm zaobserwowano
w oleju przechowywanym w bezbarwnych butelkach, eksponowanych na $wiatto.
Najmniejsze w oleju przechowywanym w ciemnosci. Przy dlugosci fali A= 324 nm (dla widm
synchronicznych fluorescencji przy AA= 60 nm) odnotowano wzrost intensywnosci pasma,
wynikajacy z powstawania produktow utleniania. W oleju eksponowanym na $wiatto wzrost
ten byt wiekszy niz dla probek przechowywanych w ciemnosci.

Na podstawie przeprowadzonej analizy PCA widm synchronicznych fluorescencji
stwierdzono systematyczne zmiany w czasie oraz grupowanie probek w zaleznosci od
warunkéw  przechowywania. Najmniejszy zakres zmian obserwowano dla oleju
przechowywanego w ciemnosci, najwiekszy — na $wietle w bezbarwnych butelkach.

Przeprowadzona analiza regresji PLS widm absorpcyjnych (MIR i Vis) i fluorescencji
nie wykazata, dla wigkszosci modeli, korelacji oznaczonych parametréw i analizowanych
widm. Jedyng stosunkowo dobrag zaleznos$¢ otrzymano dla widm synchronicznych
fluorescencji zmierzonych przy AA=30 i 60 nm i zawartosci tokoferoli. Otrzymany model
kalibracyjny charakteryzowat si¢ stosunkowo wysokimi warto§ciami R%*= 0,82 dla AA=30 nm
1 0,74 dla AA=60 nm. Otrzymane wartosci RPD byly jednak niskie i wynosily odpowiednio
2,3 12,0 dla widm synchronicznych zmierzonych przy Ak= 30 i 60 nm.
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Postawiona w pracy hipoteza szczegdlowa dotyczaca wykorzystania technik
spektroskopowych (NIR, Vis i fluorescencyjnej) do kontroli jakosci oleju rzepakowego
ttoczonego na zimno w czasie przechowywania, zostala czeSciowo pozytywnie
zweryfikowana.

Na podstawie wynikow uzyskanych z niniejszej pracy mozna stwierdzi¢, ze kazda
z zastosowanych technik charakteryzuje si¢ okreslonymi zaletami oraz posiada pewne
ograniczenia. Spektroskopia w zakresie NIR charakteryzuje si¢ nizsza czuloscig i ogranicza
swoje zastosowanie do analizy gtownych sktadnikow. Bardziej specyficzne widma uzyskuje
si¢ W zakresie podstawowej podczerwieni. Wykorzystanie spektroskopii w zakresie
widzialnym umozliwia uzyskanie informacji o zwigzkach, ktére nie s3 widoczne w widmach
w zakresie podczerwieni, oraz pozwala na rozréznienie badanego produktu (m.in. ze wzgledu
na technologi¢ otrzymywania) w obrgbie tej samej klasy/gatunku. Fluorescencja natomiast
jest metodg najbardziej czuta, jednak ogranicza si¢ tylko i wylacznie do analizy zwigzkow
emitujacych.

Wybdr odpowiedniej techniki determinuje cel badan. Zastosowanie jednoczesnie kilku
technik dostarcza kompleksowych informacji o wlasciwosciach badanego produktu.
Na podstawie wynikow przedstawionych w pracy mozna stwierdzi¢, ze techniki
spektroskopowe moga stanowi¢ wszechstronne narzgdzie badawcze, pozwalajace na oceng
roznych aspektow jakosci olejow. Techniki spektroskopowe w zaleznosci od problemu
analitycznego moga zastgpowac tradycyjne metody lub stanowi¢ ich uzupehienie.

Postawiona w pracy hipoteza gtdéwna, Ze wybrane techniki spektroskopowe moga zostac

wykorzystane do oceny jakosci olejow roslinnych zostata pozytywnie zweryfikowana.
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Rysunek18. Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA) widm MIR w zakresie 4000-400 cm’
! Lewy panel — wykres wspétrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie
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Rysunek 22. Wyniki analizy glownych sktadowych (PCA) widm w zakresie bliskiej
podczerwieni (NIR). Lewy panel — wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie
wyznaczonym przez dwie pierwsze glowny sktadowe PCl i PC2; Prawy panel wykres
fadunkow czynnikowych dla dwoch pierwszych glownych sktadowych PC1 i PC2. Olgje: oliwa
extra virgin EVO1 i EVO2, oliwa z wytlokéw OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2,
rzepakowy tloczony na zimno R1 i R2, rzepakowy rafinowany RR1 i RR2, stonecznikowy
tloczony na zimno S1, stonecznikowy rafinowany SR1...........c..o

Rysunek 23. Wyniki analizy glownych sktadowych (PCA) widm w zakresie NIR. Lewy panel —
wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze glowny
sktadowe PC1 i PC2; Prawy panel wykres tadunkow czynnikowych dla pierwszej gtownej
sktadowej PC1; (A) wyniki analizy PCA dla zakresu 12500-4000 cm™, (B) wyniki analizy PCA
dla zakresu 7436-4466 cm™. Oleje: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2, oliwa z wytlokéow OW1
1 OW2, oliwa rafinowana ROT 1 RO2. ... ..ot e e

Rysunek 24. Widma absorpcji w zakresie widzialnym (Vis) oleju rzepakowego ttoczonego na
zimno (R1), rzepakowego rafinowanego (RR1), stonecznikowego tloczonego na zimno (S1),
stonecznikowego rafinowanego (SR1), oliwy extra virgin (EVOL1), oliwy z wyttokéw (OW1) i
oliwy rafinowanej (RO1). Oleje NIETrOZCIEACZONE. ... . uvteri et ettt et et et et et eeeneeeaeeneanens

Rysunek 25. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) widm w zakresie 350-750 nm. (A) —
wykres wspotrzednych czynnikowych w ukladzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gtowny
sktadowe PC1 i PC2; (B) - wykres tadunkéw czynnikowych dla pierwszej gtéwnej sktadowej
PC1. Oleje: oliwa extra virgin EVO1 1 EVO2, oliwa z wytlokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana
ROI1 i RO2, rzepakowy tloczony na zimno R1 i R2, rzepakowy rafinowany RR1 i RR2,
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stonecznikowy ttoczony na zimno S1, stonecznikowy rafinowany SR1......................o

Rysunek 26. Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA) widm w zakresie 350-750 nm. Lewy
panel — wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze
gtowny sktadowe PC1 i PC2; Prawy panel wykres tadunkéw czynnikowych dla pierwszej
gtownej sktadowej PC1. Oleje: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2, oliwa z wytlokow OWI i
OW2, oliwa rafinowana ROT 1 RO2. ..o e

Rysunek 27. Mapy konturowe catkowitej fluorescencji nierozcienczonych olejéw roslinnych w
geometrii odbiciowej. (A) oliwa EVOL1, (B) olej stonecznikowy S1, (C) olej rzepakowy R1......

Rysunek 28. Widma synchroniczne fluorescencji nierozcieniczonej oliwy extra virgin (EVO1)
zmierzone dla AL =10, 30, 60 nm, geometria 0dbiCIOWa. ... ...ovvvviiriiriiieiiaiierieaeaeanannss

Rysunek 29. Widma synchroniczne (AA= 10 nm) olejow: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2,
oliwa z wytlokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1 i RO2, rzepakowy ttoczony na zimno R1
i R2, rzepakowy rafinowany RR1 i RR2, stonecznikowy tloczony na zimno S1, stonecznikowy
rafinowany SR1. (A)- widma dla catego zakresu spektralnego, (B) — widma dla zakresu 300-
500 nM. Oleje NIETOZCIEACZOMNE. .. ...t uuenttnt ettt et ettt et et et et e e

Rysunek 30. Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA) widm synchronicznych fluorescencji
dla: (A) AA=10 nm, (B) AA=30 nm, (C) AA=60 nm. Lewy panel — wykres wspotrzednych
czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gléwny sktadowe PC1 i PC2;
Prawy panel- wykres tadunkow czynnikowych dla dwoch gtownych sktadowych PC1 i PC2.
Oleje: oliwa extra virgin EVO1 i EVO2, oliwa z wytlokéw OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1
i RO2, rzepakowy tloczony na zimno R1 i R2, rzepakowy rafinowany RR1 i RR2,
stonecznikowy tloczony na zimno S1, stonecznikowy rafinowany SR1......................e.

Rysunek 31. Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA) widm synchronicznych fluorescencji
dla: (A) AA=10 nm, (B) AA=30 nm, (C) AA=60 nm. Lewy panel — wykres wspotrzednych
czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gléwny sktadowe PC1 i PC2;
Prawy panel wykres fadunkow czynnikowych dla dwoch gltéwnych sktadowych PC1 i PC2.
Olgje: oliwa extra virgin EVO1 1 EVO2, oliwa z wyttokow OW1 i OW2, oliwa rafinowana RO1

Rysunek 32. Poréwnanie widm oliwy z oliwek extra virgin (EVO1), oleju stonecznikowego
(S3) i mieszanin oliwy extra virgin z olejem stonecznikowym (dodatek oleju falszujacego na
poziomie 10,20,30,40 i 50%) w zakresie podstawowej podczerwieni (MIR).........................

Rysunek 33. Poréwnanie widm oliwy z oliwek extra virgin (EVO1), oleju stonecznikowego
(S3) i mieszanin oliwy extra virgin z olejem stonecznikowym (dodatek oleju fatszujacego na
poziomie 10,20,30,40 i 50%) w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR).................coovieiiinn.n.

Rysunek 34. Widma synchroniczne fluorescencji oliwy z oliwek extra virgin (EVO1) i
mieszanin oliwy extra virgin z olejem stonecznikowym (dodatek oleju fatszujacego na poziomie
10,20,30,40 i 50%). (A) widma synchroniczne dla AA= 10 nm, (B) widma synchroniczne dla
A)= 30 nm, (C) widma synchroniczne dla AA= 60 nm. Oleje nierozcienczone, geometria
OADICIOWA. . . ettt e e e e e e e e
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Rysunek 35. (A) Widma absorpcji w zakresie MIR oliw z oliwek: extra virgin (EVO),
deodoryzowanej (DO) i rafinowanej (RO). (B) Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA)
widm w zakresie MIR. Oleje: EVO- oliwa extra virgin, RO- oliwa rafinowana, DO- oliwa
4 (10T (07 0777270 X 1 T

Rysunek 36. (A) Widma absorpcji w zakresie NIR oliw z oliwek: extra virgin (EVO),
deodoryzowanej (DO) i rafinowanej (RO). (B) Wyniki analizy gtownych sktadowych (PCA)
widm w zakresie NIR. Oleje: EVO- oliwa extra virgin, RO- oliwa rafinowana, DO- oliwa
4 (10T (07 777270 X 1 T

Rysunek 37. Widma absorpcji w zakresie widzialnym (Vis) oliwy extra virgin (EVO),
deodoryzowanej (DO) i rafinowanej (RO).........oooiiiiiiiii e,

Rysunek 38 Mapy konturowe widm catkowitej fluorescencji dla AA=10-100 nm (gdérny panel) i
widm synchronicznych catkowitej fluorescencji (dolny panel) oliwy extra virgin,
deodoryzowanej i rafinowanej, geometria odbicia, oleje nierozcienczone..................cooeeuenn.n.

Rysunek 39. Widma synchroniczne fluorescencji (AA=10 nm) oliwy extra virgin (EVO), oliwy
deodoryzowanej (DO) i oliwy rafinowanej (RO), oleje nierozcienczone, geometria odbiciowa,
skala loarytmMICZNG. ... ..ttt et e et e e e e

Rysunek 40. Wyniki analizy regresji metoda PLS widm w zakresie Vis, NIR i MIR oraz widm
synchronicznych fluorescencji (AA=10 nm), zalezno$¢ rzeczywistego sktadu mieszanin olejow i
wyznaczonego na podstawie MOdeltl TeGIeSji........ovuvvuivuiiniiiie it

Rysunek 41. Zmiany liczby nadtlenkowej dla oliw: extra virgin (EVO1 i EVO2), z wytlokow
(OWI1 i OW2) i rafinowanych (RO1 i RO2), olejow rzepakowych: tloczonych na zimno (R1 i
R2) i rafinowanych (RR1 i RR2) oraz oleju stonecznikowego: tloczonego na zimno (S1) i
rafinowanego (SR1) w tedcie termostatowym (60°C)............ooouiiniiniiiiiiiiiie e

Rysunek 42. Zmiany liczby kwasowej (LK) dla oliw: extra virgin (EVO 1, 2 i 3), z wytlokow
(OW1) 1 rafinowanych (RO1 i RO2), olejow rzepakowych: tloczonych na zimno (R1 i R2) i
rafinowanych (RR1 i RR2) oraz oleju stonecznikowego: ttoczonego na zimno (S1) i
rafinowanego (SR1) w tescie termostatowym (60°C)............evuniineiiniiiiieiieiieie e

Rysunek 43. Widma absorpcji w zakresie MIR olejow $wiezych i poddanych testowi
termostatowemu (60°C) przez okres 3, 6, 9, 12 i 15 dni. (A) oliwa z oliwek EVO1, (B) olej
rzepakowy R1, (C) olej stonecznikowy S1........coooiiiiiiiiiii e

Rysunek 44. Widma absorpcji w zakresie NIR olejow $wiezych i poddanych testowi
termostatowemu (60°C) przez okres 3, 6, 9, 12 i 15 dni. (A) oliwa z oliwek EVO1, (B) olej
rzepakowy R1, (C) olej stonecznikowy ST........ouiuinininiiieiii e

Rysunek 45. Wyniki analizy MCR. (A) zakres podstawowej podczerwieni, (B) zakres bliskiej
podczerwieni, (C) wzgledne stezenia poszczegdlnych sktadnikow..................ocoooin.

Rysunek 46. Zalezno$¢ miedzy wzglednymi stezeniami sktadnikow 1, 2 i 3 a liczbami
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nadtlenkowymi dla olejow stonecznikowych (n=12), rzepakowych (n=30) i oliw (n=36); (A)
sktadnik 1, (B) sktadnik 2, (C) sktadnik 3........ ..o

Rysunek 47. Zalezno$¢ miedzy wzglednymi stezeniami sktadnikow 1, 2 i 3 a liczbami
kwasowymi dla olejow stonecznikowych (n=12), rzepakowych (n=30) i oliw (n=36); (A)
sktadnik 1, (B) sktadnik 2, (C) sktadnik 3..........cccoiiiiiiiiii i

Rysunek 48. Widma absorpcji w zakresie Vis: (A) oliwy z oliwek extra virgin EVOL, (B) oliwy
z wyttokow OW1, (C) oliwy rafinowanej (RO1), (D) oleju rzepakowego ttoczonego na zimno
R1, (E) oleju rzepakowego rafinowanego RR1, (F) oleju stonecznikowego ttoczonego na zimno
S1, (G) oleju stonecznikowego rafinowanego SR1. Oleje Swieze i ogrzewane przez okres 3, 6, 9,
12 i 15 dni w temperaturze 60°C". Oleje Nier0ZCIEACZONE. ... ... ..vveveeeeeieiei e

Rysunek 49. Widma synchroniczne fluorescencji (AA=10 nm) olejow $wiezych i poddanych
testowi termostatowemu (60°C) przez okres 3, 6, 9, 12 i 15 dni. (A) Oliwa z oliwek extra virgin
EVOL, (B) oliwa z wyttokoéw OW1, (C) oliwa rafinowana RO1, (D) olej rzepakowy tloczony na
zimno R1, (E) olej rzepakowy rafinowany RR1, (F) olej stonecznikowy ttoczony na zimno S1,
(G) olej stonecznikowy rafinowany SR1. Skala logarytmiczna fluorescenciji.........................

Rysunek 50. Widma transmisji butelek ze szkta bezbarwnego i zielonego............................

Rysunek 51. Zmiany liczby nadtlenkowej w oleju rzepakowym przechowywanym przez 6
miesiecy w réznych warunkach; olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce
eksponowany na $wiatlo, oraz olej rzepakowy (RD) w butelce przechowywanej w ciemnosci. ...

Rysunek. 52. Zmiany liczby kwasowej w oleju rzepakowym przechowywanym przez 6
miesigcy w roéznych warunkach; olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce
eksponowany na $wiatto, oraz olej rzepakowy (RD) w butelce przechowywanej w ciemnosci.. ..

Rysunek 53. Zmiany warto$ci parametru K,z (lewy panel) i Ky (prawy panel) dla oleju
rzepakowego przechowywanego w czasie i w roznych warunkach; olej w bezbarwnej (RL) 1
zielonej (RG) butelce eksponowany na $wiatto, oraz olej (RD) w butelce przechowywany w
(01 <310 0 0 1 o

Rysunek 54. Zmiany zawartosci tlenu w fazie nadpowierzchniowej oleju (A) oraz zmiany
zawarto$ci tlenu w oleju (B). Olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce
eksponowany na $wiatto, oraz olej rzepakowy (RD) w butelce przechowywany w ciemnosci....

Rysunek 55. Zmiany zawarto$ci barwnikow karotenoidowych w probkach oleju rzepakowego
Olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce eksponowany na $wiatto, oraz olej
rzepakowy (RD) w butelce przechowywany w ciemnosCi...........ouvuvuiinininineanaianiaeanns

Rysunek 56. Zmiany zawartosci tokoferoli w probkach oleju rzepakowego. Olej rzepakowy w
bezbarwnej (RL) i zielonej (RG) butelce eksponowany na $wiatto, oraz olej rzepakowy (RD) w
butelce przeChOWYWany W CIEMNOSCI........ccveiviviriiiririiiie e

Rysunek 57. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) parametrow analitycznych. (A) —
wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie wyznaczonym przez dwie pierwsze gtdowne
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sktadowe PC1 i PC2; (B) — wykres fadunkow czynnikowych dla dwoch pierwszych gtownych
sktadowych PC1 1 PC2. ... e

Rysunek 58. Widma absorpcji w zakresie NIR oleju rzepakowego ttoczonego na zimno,
Swiezego i po 6 miesigcach przechowywania w réznych warunkach: (RO) olej rzepakowy
swiezy, (RL6) olej rzepakowy w butelce ze szkta bezbarwnego, eksponowany na $wiatto, (RG6)
olej rzepakowy w butelce ze szkta zielonego, eksponowany na $wiatto (RD6) olej rzepakowy w
butelce ze szkta bezbarwnego, W CIEMNOSCI. .....uuiet ittt ettt et ettt et eneeeeeeneanens

Rysunek 59. Wyniki analizy PCA widm w zakresie bliskiej podczerwieni. Olej rzepakowy
przechowywany przez 6 miesiecy w roéznych warunkach; olej rzepakowy w bezbarwnej (RL) i
zielonej (RG) butelce eksponowanej na $wiatlo, oraz olej rzepakowy (RD) w butelce
PrZEChOWYWANE] W CICIMNOSCI. ..\ tvititettt ettt et et et ettt et et et et e e et e et et e e e et e aneannens

Rysunek 60. Widmo absorpcji w zakresie Vis $wiezego oleju rzepakowego tloczonego na

Rysunek 61. Zmiany w widmach absorpcji Vis oleju rzepakowego ttoczonego na zimno
$wiezego i po 6 miesigcach przechowywania w réznych warunkach: (R0) olej swiezy, (RD6)
olej rzepakowy w butelkach ze szkla bezbarwnego, przechowywany w ciemnosci, (RG6) olej
rzepakowy w butelkach ze szkla zielonego, eksponowany na $wiatto, (RL6) olej rzepakowy w
butelkach ze szkta bezbarwnego, eksponowany na §wiatlo.................ooooii .

Rysunek 62. Widma synchroniczne fluorescencji oleju rzepakowego tloczonego na zimno
zmierzone dla AA= 10, 30160 NIM......oiiiiii e

Rysunek 63. Zmiany w widmach synchronicznych fluorescencji oleju rzepakowego ttoczonego
na zimno w kolejnych miesigcach przechowywania. Lewy — widma dla catego zakresu
spektralnego; Prawy panel — zakres 280-380 nm. (A) butelka bezbarwna eksponowana na
swiatto, (B) butelka zielona eksponowana na $wiatlo, (C) butelka bezbarwna w ciemnosci.
Probki nierozcienczone dla AA= 10 NM.......ooiniiii e

Rysunek 64. Zmiany w widmach synchronicznych fluorescencji oleju rzepakowego ttoczonego
na zimno w kolejnych miesigcach przechowywania. (A) butelka bezbarwna eksponowana na
swiatlo, (B) butelka zielona eksponowana na $wiatto, (C) butelka bezbarwna w ciemnosci.
Probki nierozcienczone dla AA=30 NM..... ..ot

Rysunek 65. Zmiany w widmach synchronicznych fluorescencji oleju rzepakowego ttoczonego
na zimno w kolejnych miesigcach przechowywania. (A) butelka bezbarwna eksponowana na
swiatlo, (B) butelka zielona eksponowana na s$wiatto, (C) butelka bezbarwna w ciemnosci.
Probki nierozcienczone dla AA= 60 NIML.........oouiiiiiiit et

Rysunek 66. Zmiany intensywnosci chlorofili (A), tokoferoli (B), i pasma przy dhugosci fali
324 nm (C) w probkach oleju rzepakowego przechowywanego w réznych warunkach, dla
AXA=10 nm. Zmiany wWyrazone w procentach.................oouivriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienrennenens,

Rysunek 67. Wyniki analizy gléwnych sktadowych widm synchronicznych fluorescencji
zmierzonych przy AA=10 (A), 30 (B) i 60 nm (C) dla oleju rzepakowego przechowywanego w
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roznych warunkach. Lewy panel — wykres wspotrzednych czynnikowych w uktadzie
wyznaczonym przez dwie pierwsze gltowne sktadowe PC1 i PC2. RD — olej rzepakowy
przechowywany w ciemnosci, RG — olej rzepakowy przechowywany w zielonej butelce
eksponowanej na $wiatlo, RL — olej rzepakowy przechowywany w bezbarwnej butelce
eksponowanej na $§wiatto. Prawy panel — wykres tadunkow czynnikowych dla PC1i PC2..........
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Streszczenie

Celem rozprawy doktorskiej byta ocena réznych aspektow jakosci olejow roslinnych z zastosowaniem
wybranych technik spektroskopowych.

Do badan wybrano oleje ro$linne ttoczone na zimno oraz rafinowane (rzepakowy, oliwe z oliwek i
stonecznikowy). Do pomiaréw widm zastosowano techniki spektroskopii absorpcyjnej w zakresie bliskiej
(NIR) i podstawowej (IR) podczerwieni, widzialnym (Vis) oraz spektroskopie fluorescencyjng. Badania
dotyczyly zafatszowan oliwy z oliwek extra virgin oliwami gorszej jakos$ci i olejem stonecznikowym,
oceny stabilno$ci oksydacyjnej olejow rzepakowego, stonecznikowego i oliwy oraz kontroli jakos$ci oleju
rzepakowego ttoczonego na zimno w czasie przechowywania.

Widma wszystkich §wiezych olejow wykazywaty pewne wspolne cechy, jednakze w widmach olejow
poszczegblnych gatunkéw lub, dla danego gatunku, otrzymanych z zastosowaniem réznych technologii
(tloczenie na zimno, rafinacja) wystepowaly charakterystyczne réznice wynikajgce z réznego sktadu
chemicznego.

Techniki spektroskopowe wykorzystano w badaniu zafalszowan oliwy z oliwek extra virgin. Analizg
widm mieszanin oliwy extra virgin z dodatkiem oleju stonecznikowego oraz oliwy extra virgin z dodatkiem
oliwy rafinowanej lub deodoryzowanej przeprowadzono z zastosowaniem metod regresji czastkowych
najmniejszych kwadratoéw (PLS) i regresji gtéwnych sktadowych (PCR). Wykazano, ze na podstawie
analizy widm uzyskanych z zastosowaniem kazdej z wybranych technik spektroskopowych (Vis, NIR,
MIR, fluorescencja) mozliwe jest ilosciowe okreslenie dodatku falszujacego do oryginalnej oliwy.

Techniki spektroskopowe (Vis, NIR, MIR, fluorescencja) wykorzystano w badaniach procesu
utleniania olejow. Dla wybranych olejow rzepakowych, stonecznikowych oraz oliwy, poddanych utlenianiu
w tescie termostatowym, w temperaturze 60°, oznaczono wartosci liczb nadtlenkowych i kwasowych.
Sposroéd badanych olejow najwigkszg stabilnoscig charakteryzowaty si¢ oliwy z oliwek, mniejsza oleje
rzepakowe, najmniej stabilne byty oleje stonecznikowe. W widmach, we wszystkich badanych zakresach
spektralnych obserwowano charakterystyczne zmiany bedace efektem przemian chemicznych w czasie
utleniania. Na podstawie analizy regresji PLS dla wszystkich badanych olejéow najlepszy model
kalibracyjny dla przewidywania liczby nadtlenkowej i kwasowej uzyskano dla zakresu NIR.

Techniki spektroskopowe (Vis, NIR i fluorescencja) zastosowano do kontroli jakosci oleju
rzepakowego w czasie przechowywania. Probki $wiezo wyttoczonego oleju rzepakowego przechowywano
przez okres sze$ciu miesigcy, w butelkach szklanych bezbarwnych i o barwie zielonej, w warunkach
ekspozycji na §wiatlo oraz w ciemno$ci. Na podstawie analizy parametréw analitycznych wykazano, ze
istotny wpltyw na zaawansowanie proceséw utleniania ma ekspozycja olejow na §wiatto, natomiast funkcja
ochronna butelki o barwie zielonej jest ograniczona. W widmach w zakresie Vis i fluorescencji
zaobserwowano zmiany wynikajace z zachodzacych procesow oksydacyjnych natomiast zmian nie
obserwowano w widmach w zakresie NIR.

Techniki spektroskopowe potaczone z chemometryczng analizg uzyskanych widm moga by¢ stosowane
jako alternatywne lub komplementarne w stosunku do tradycyjnych technik wykorzystywanych w ocenie

jakosci olejow.
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