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Opracowanie procedury oznaczania lotnych
produktow utlenienia olejow roslinnych technika
statycznej analizy fazy nadpowierzchniowej”

The development of a new procedure for determination of volatile
oxidation products in edible oils with the use of static headspace analysis
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W publikacji przedstawiono dobo6r optymalnych parametréw w celu opracowania nowej metody
diagnozowania jakosci olejéw poprzez oznaczenie lotnych zwiazkdw bedacych produktami reakcji
utleniania olejow. Probki rafinowanych olejow roslinnych przed analiza poddano procesowi
przyspieszonego utleniania, stosujac naswietlanie promieniowaniem ultrafioletowym (12 W, 254 nm).
Jako technike ekstrakcji lotnej frakcji probki zastosowano statyczna analize fazy nadpowierzchniowej
(HSA). Dobrano optymalne parametry tej techniki (objetos¢ probki 8 ml, czas i temperatura termosta-
towania odpowiednio 20 min i 80°C, objgtos¢ dozowanej do kolumny fazy nadpowierzchniowej
0,16 cm®). Wyznaczono réwniez niektore parametry walidacyjne. Precyzja i czutos¢ metody wyrazone
jako wspotczynnik zmiennosci CV (< 20%) i granica wykrywalnosci LOD (w przedziale 3-50 mg/kg)
sa zadowalajace dla tego typu oznaczen. Oznaczenie sktadu prébek dokonano na podstawie czasow
retencji substancji wzorcowych stosujac kapilarna chromatografi¢ gazowa z detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym (kolumna SPB-20, Supelco, 30 m x 0,25 mm x 1 pum).

Key words: edible vegetable oils, headspace analysis, capillary gas chromatography, volatile
oxidation markers, UV irradiation

This paper presents a selection of optimal conditions for a new promising method to diagnose
quality of oil by determination of volatile compounds which are products of oil oxidation. The UV
irradiation was used for acceleration of oxidation process of refined edible oils. The static headspace
analysis (HSA) was used for sample preparation. Optimal parameters of this technique were chosen
(sample volume 8 ml, time and temperature of equilibrium 20 min and 80°C) and some validation
parameters were determined. Method precision and sensitivity expressed as variation coefficient CV
(<20%) and the limit of detection LOD (between 3 and 50 mg/kg) are satisfactory. Sample
composition was determined on the basis of standard compounds retention times using capillary gas
chromatography with flame-ionization detector (column: SPB-20, Supelco, 30 m x 0.25 mm x 1 um).
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Wprowadzenie

Oleje roslinne sa ttuszczami powszechnie stosowanymi w diecie cztowieka.
W procesie technologicznym otrzymywania olejow roslinnych, jak i w czasie ich
przechowywania ulegaja one réznego rodzaju przemianom, w tym miedzy innymi
procesom utleniania (Choe, Min 2006). W wyniku reakcji utleniania lipidow
powstaja w olejach liczne lotne zwiazki (pierwotne i wtorne produkty utlenienia),
jak estry, etery, aldehydy, ketony, laktony, alkohole, krétkotancuchowe kwasy ttusz-
czowe, sprzezone dieny itp. (Drozdowski 2002). Hosciowym markerem $wiezosci
mozna uzna¢ wzrost zawartosci alkoholi szescioweglowych i ketonéw piecio-
weglowych (Cavalli i in. 2004). Jako wskaznik proceséw utleniania ttuszczu
wykorzystuje si¢ takze wzrost zawartosci aldehyddw, m.in. heksanalu i nonanalu
(Gromadzka, Wardencki 2008), lub wrecz stosunek ilosciowy heksanalu do nona-
nalu lub 2-trans-nonenalu w badanej prébce (Gromadzka i in. 2008), dlatego zwiazki
te wytypowano jako wzorce na etapie opracowania metody. Badania nad olejami
roslinnymi prowadzili takze badacze wegierscy Keszler, Heberger i Gude (olej
stonecznikowy) (Keszler i in. 1998) oraz grupa prof. Jelenia z Poznania (olej
rzepakowy) (Jelen i in. 2000, 2007). Badali oni lotne produkty utleniania olejow
roslinnych z zastosowaniem opracowanej w latach 90. ubiegtego wieku przez prof.
Pawliszyna metody mikroekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej do fazy stacjonarnej
(Arthur, Pawliszyn 1990). Technike t¢ potaczyli z analiza chromatograficzna
z detekcja przy pomocy spektrometru mas. Wsrod zidentyfikowanych produktow
utleniania, obok heksanalu, nonanalu i wielu innych zwiazkéw lotnych, znalazt sie
m.in. rébwniez trans-2-nonenal, zaproponowany przez wspomnianych badaczy jako
potencjalny marker procesu utleniania.

Heksanal powstaje zaréwno w procesie chemicznego utlenienia kwasu linolo-
wego, jak i w enzymatycznych procesach metabolicznych szlaku lipooksygenazy
(Jimenez i in. 2004). Na podstawie badan Vichi (2003) mozna stwierdzi¢, iz najlep-
szym markerem stabilnosci oksydatywnej olejow zawierajacych w swoim sktadzie
duze ilosci kwasu linolowego i linolenowego (oliwa z oliwek, olej rzepakowy) jest
nonanal, ktory powstaje w procesie autooksydacji. Nie jest on produktem szlaku
lipooksygenazy, jak ma to miejsce w przypadku heksanalu, a powstaje w procesie
utlenienia kwasu oleinowego. Nonanal wykazuje najwyzszy stopien przyrostu
w trakcie procesu utlenienia, dlatego zostat uznany za odpowiedni indeks stopnia
utlenienia (Vichi i in. 2003). Oznaczenie lotnych substancji w probkach ttuszczu
umozliwia z jednej strony okreslenie $wiezosci oleju i stopnia jego utlenienia
(Jimenez i in. 2004, Vichi i in. 2003), z drugiej za$ otwiera mozliwos¢ stosunkowo
tatwej, szybkiej i taniej techniki wykrywania zafatszowan drozszych olejow
olejami tanszymi. Dlatego zachodzi potrzeba opracowania szybkiej i czutej metody
pozwalajacej na wykrywanie tych lotnych zwiazkow.
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Dotychczasowe metody badania stabilnosci oksydatywnej probek ttuszczow
opieraty sie na dwoch rodzajach testow: statycznych i przyspieszonych (Szukalska
2003). Test statyczny to test normalny, w ktérym badany produkt przechowywany
jest w warunkach normalnych, czyli zblizonych do warunkéw przechowywania
olejow w sklepach i gospodarstwach domowych, i badany okresowo. Okresla sie
W nim zazwyczaj zmiany organoleptyczne (analiza sensoryczna), liczbe nadtlenkowa
(LOO) i liczbe anizydynowa (LAnN), przeprowadza badania za pomoca chromato-
grafii gazowej oraz spektrofotometrii. Konsekwencja utleniania jest zmiana sktadu
kwaséw ttuszczowych (spadek zawartosci kwasdw polienowych, wzrost monoeno-
wych i nasyconych), spadek zawartosci tokoferoli i zwiazkéw polifenolowych,
wzrost stezenia sprzezonych diendéw. Podstawowa wada testow normalnych jest
bardzo dtugi czas ich trwania, siegajacy kilku miesiecy.

Testy przyspieszone daja wyniki w krotkim czasie. W testach tych olej podda-
wany jest przyspieszonemu utlenianiu w wyniku stosowania podwyzszonej tempe-
ratury, zwiekszenia powierzchni kontaktu z tlenem i przez naswietlanie promienio-
waniem UV (Szukalska 2003).

Powszechnie stosowane techniki chromatograficzne wymagaja odpowiedniego
przygotowania prébki przed analiza. Wsrdd najpopularniejszych metod wymienic¢
mozna estryfikacje kwasow ttuszczowych (FAME) oraz techniki ekstrakcji z fazy
gazowej (nadpowierzchniowej): statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej (HSA)
oraz mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej (HS-SPME).

Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej jest metoda wzglednie tania, szybka,
uniwersalna, czuta i bez koniecznosci stosowania rozpuszczalnikdw (Snow, Snack
2002). Moze by¢ przeprowadzona zaréwno w warunkach statycznych, jak i dyna-
micznych. Moze by¢ taczona ze spektrometrem mas lub detektorem FID. Technike
HSA taczono bezposrednio ze spektrometrem mas pomijajac etap rozdzielania przy
pomocy kapilarnej chromatografii gazowej. Technike te zastosowat m.in. Lorenzo
do identyfikacji zafatszowan w oliwie z oliwek (Lorenzo i in. 2002). Poprzez
oznaczenie catkowitej ilosci lotnych produktow degradacji lipiddw mozna scharakte-
ryzowac olej zarowno surowy, jak i rafinowany. Metoda ta umozliwia rowniez szybkie
rozrdznianie olei roslinnych, okreslanie ich czystosci lub zafatszowania innymi ole-
jami, a takze pozwala $ledzi¢ zmiany zachodzace w trakcie przechowywania olejow.

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej zostata wprowadzona jako alternatywa
do dynamicznego HSA (Povolo, Contarini 2003). Podobnie jak HSA, jest to metoda
fatwa w zastosowaniu, szybka, uniwersalna i bezrozpuszczalnikowa. W technice tej
lotne produkty utleniania olejow sa najpierw sorbowane z fazy nadpowierzchniowej
do statego sorbentu, a nastepnie termicznie desorbowane w goracym dozowniku
chromatografu gazowego (Arthur, Pawliszyn 1990; Pawliszyn 1997).

Celem pracy byta ocena mozliwosci zastosowania techniki statycznej analizy
fazy nadpowierzchniowej z wczesniejszym naswietlaniem probki promieniowaniem
ultrafioletowym w celu przyspieszenia procesu utleniania do szybkiego i doktad-
nego okreslenia stabilnosci oksydatywnej olejow roslinnych.
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Materialy i metody

Probki i odczynniki

Surowcem wyjsciowym do badan byty oleje rafinowane: rzepakowy (Kujawski,
ZT Kruszwica, Polska; Rainbow Inex Partners Oy Helsinki, Finlandia) oraz sto-
necznikowy (Bartek, ZPT Warszawa, Polska; Rainbow Inex Partners Oy Helsinki,
Finlandia) zakupione w lokalnym sklepie spozywczym. Substancje wzorcowe
stosowane w celu identyfikacji produktéw utleniania badanych prébek olejow oraz
na etapie doboru optymalnych parametréw ekstrakcji i analizy chromatograficznej:
pentanal 87% GC (Fluka), heksanal 97% GC (Fluka), heptanal 95% GC (Fluka),
oktanal 98% GC (Fluka), nonanal 95% GC (Fluka), 2-trans-heptenal 96% GC
(Fluka), dekan 98% GC (Fluka), dodekan 98% GC (Fluka). Roztwory substancji
wzorcowych przygotowywane byty w heksanie (Merck) poprzez dodanie do roz-
puszczalnika poszczegolnych wzorcow w celu uzyskania stezenia koncowego
kazdego z nich na poziomie 250 pg/ml. Tak przygotowane roztwory wzorcow
dodawano do prébek oleju bezposrednio przed przystapieniem do analizy.

Przygotowanie probek do analiz

Wszystkie roztwory wzorcowe, wzorce handlowe i probki olejow przechowy-
wano w lodéwce w temperaturze 4°C, aby unikna¢ ich degradacji.

Dla identyfikacji aldehyddw (GC/FID) do prébek badanego oleju rzepakowego
dodawano odpowiednia ilos¢ przygotowanych roztworéw wzorcowych o stezeniu
250 ug/ml heksanu.

Ustalanie optymalnych parametréw analizy prowadzono stosujac probki oleju
przygotowane wedtug powyzszego opisu. Prébki umieszczano w fiolkach szczelnie
zamykanych silikonowo-teflonowa membrana i aluminiowym kapslem. Tak przy-
gotowane prébki poddawano termostatowaniu w temperaturze 80°C przez okres
20 minut. Nastepnie poddawano analizie z zastosowaniem techniki statycznej analizy
fazy nadpowierzchniowej.

Warunki naswietlania promieniowaniem UV

W celu przyspieszenia procesu utleniania probki oleju naswietlano promie-
niowaniem ultrafioletowym, stosujac dwie lampy rtgciowe niskocisnieniowe
0 mocy 2 x 6 W i maksimum emisji przy 254 nm (Cobrabid, Warszawa). Probke
zawierajaca 10 ml oleju umieszczano w kuwecie kwarcowej pod lampa i pod-
dawano naswietlaniu przez okreslony czas (0-24 h). Probki do badan pobierano
co 6 godzin.
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Analiza chromatograficzna

Analizy zostaty przeprowadzone z zastosowaniem chromatografu gazowego
AutoSystem XL (Perkin Elmer) z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID).
Faza nadpowierzchniowa pobierana byla z probek automatycznie za pomoca
przystawki do analizy fazy nadpowierzchniowej Headspace Sammler Turbo Matrix
HS-16 (Perkin Elmer). Gazem nosnym byt hel o szybkosci przeptywu 1 ml/min,
analiza odbywata si¢ z podziatem strumienia w stosunku 1:10, temperatura dozow-
nika i detektora wynosity odpowiednio 170 i 230°C. Rozdzielenie/separacjg chro-
matograficzna badanych zwiazkdw przeprowadzono stosujac kolumne SPB-20
z faza stacjonarna 20% difenylo/80% dimetylosiloksan (30 m x 0,25 mm x 1 pm,
Supelco, Bellefonte, PA, USA) w programowanej temperaturze: 50°C (1 min), nastepnie
przyrost 6°C/min do 100°C i kolejny przyrost 15°C/min do 250°C (2 min).

Wyniki i dyskusja

Identyfikacja indywidualnych zwiazkow wzorcowych

Pojedyncze roztwory wybranych zwiazkéw wzorcowych zostaty poddane
analizie z zastosowaniem techniki statycznej analizy fazy nadpowierzchniowe;j.
Prébki roztworéw wzorcowych o objgtosci 8 ml umieszczano w fiolkach o pojem-
nosci 15 ml. W celu osiagniecia rownowagi pomiedzy faza ciekta a gazowa nad
jej powierzchnia, probki termostatowano przez 30 minut w temperaturze 80°C.
Po oznaczeniu czasdéw retencji poszczegllnych badanych zwiazkéw, w podobny
sposéb przeprowadzono ekstrakcje, a nastepnie rozdzielanie sktadnikéw prébki
zawierajacej wszystkie substancje wzorcowe w mieszaninie o stezeniu 250 ppm
w oleju rzepakowym. Uzyskany chromatogram substancji wzorcowych przedstawia
rysunek 1. Z jednej fiolki (prébki) przeprowadzano jedna analize. Probek nie
poddawano ponownej izolacji/ekstrakcji.

Dobdr optymalnych parametrow ekstrakcji / izolacji analitow

Ustalenie objetosci badanej probki

W tym celu prdbki badanego oleju w ilosciach 2, 4, 6 i 8 ml umieszczano
w fiolkach o pojemnosci 15 ml przystosowanych do analizy fazy nadpowierzch-
niowej. Fiolki szczelnie zamkniete silikonowa membrana i aluminiowym kapslem
ogrzewano w temperaturze 80°C przez 30 min. Uzyskane wyniki przedstawiono na
rysunku 2.

Whptyw objetosci probki na wydajnosé ekstrakcji obserwowano na podstawie
zmieniajacej sie powierzchni pikow analizowanych zwiazkéw. W przypadku matych
objetosci wptyw byt niewielki, zarébwno w przypadku zwiazkéw bardziej lotnych
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Rys. 1. Chromatogram wybranych substancji wzorcowych w oleju rzepakowym —Chromatogram
of selected standards in rapeseed oil
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Rys. 2. Wplyw objetosci prébki na wielkos¢ sygnatu chromatograficznego (olej z dodat-
kiem mieszaniny wzorcow o stezeniu 250 ppm w 15 ml fiolce, temp. termostatowania
80°C, czas termostatowania 30 min, objetos¢ fazy nadpowierzchniowej wprowadzanej do
kolumny 0,1 ml, czas wyréwnywania cishien 2 min) — Impact of sample volume on
extraction efficiency of analytes (oil stock with standards 250 ppm, 30 min of equilibrium at
80 <C, 0.1 ml of headspace introduced into GC column, 2 min of pressurize).
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jak i mniej lotnych, natomiast gdy objetos¢ probki zwickszano do 8 ml zaobser-
wowano kilkakrotny wzrost powierzchni piku dla kazdego z badanych zwiazkdw.
Dlatego tez objetos¢ 8 ml oleju uznano jako odpowiednia dla fiolki o pojemnosci
15 ml. Jest to rowniez najwieksza objetos¢ dopuszczalna z punktu widzenia metod
analizy fazy nadpowierzchniowej. W metodach tych bowiem przyjmuje sie, ze
objetos¢ probki powinna by¢ zblizona do potowy objetosci fiolki ekstrakcyjnej
(Pawliszyn 2003; Snow, Snack 2002), co potwierdzity przeprowadzone badania.

Ustalenie czasu termostatowania probek

Kolejnym etapem w dobieraniu optymalnych parametréw analizy byto spraw-
dzenie wplywu czasu termostatowania na wartos¢ odpowiedzi detektora. W tym
celu prébki oleju zawierajace dodatek mieszaniny wzorcéw termostatowano w tem-
peraturze 80°C zwigkszajac kolejno czas o 10 minut od 5 do 60 minut (rys. 3).

30000

25000 -

20000 +

15000 -

Wielkos$¢é sygnatu

chromatograficznego [mV x s]

10000 -

Peak area [mV x si

5000 -

pentanal hexanal heptanal decane 2-t- octanal nonanal dodecane
heptenal

‘El5min 010 min @20 min @ 30 min @ 40 min O 50 min IGOmin‘

Rys. 3. Wplyw czasu termostatowania na wielkos¢ sygnatu chromatograficznego (8 mi
oleju z dodatkiem mieszaniny wzorcOw o stezeniu 250 ppm w 15 ml fiolce, temperatura
termostatowania 80°C, objgtos¢ fazy nadpowierzchniowej wprowadzanej do kolumny 0,1 ml,
czas wyréwnywania cisnien 2 min) — Impact of equilibrium time on extraction efficiency
of analytes (8 ml of oil stock with standards 250 ppm, equilibrium at 80<C, 0.1 ml of
headspace introduced into GC column, 2 min of pressurize).

Wiasciwy dobdr czasu termostatowania pozwala zapewni¢ dobra powtarzal-
nos¢ wynikow. Jest to bowiem czas, w ktdrym dochodzi do ustalenia si¢ réwno-
wagi pomigdzy analizowanymi zwiazkami rozpuszczonymi w objgtosci probki,
a znajdujacymi sie w fazie gazowej nad powierzchnia prébki. Z uwagi na naj-
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wieksza powierzchnie pikdw analizowanych zwiazk6w jako optymalny parametr
przyjeto termostatowanie prébek przez 20 minut.

Ustalenie temperatury termostatowania

Badania wykonano w przedziale temperatur od 40 do 90°C podwyzszajac
temperature kolejno o 10°C. Prdbki oleju w ilosci 8 ml z dodatkiem mieszaniny
wzorcOw o stezeniu 250 ppm umieszczano w fiolce o pojemnosci 15 ml. Termo-
statowanie w badanych temperaturach prowadzono przez 30 minut.
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Rys. 4. Wptyw temperatury termostatowania na wielkos¢ sygnatu chromatograficznego
(8 ml oleju z dodatkiem mieszaniny wzorcéw o stezeniu 250 ppm w 15 ml fiolce, czas
termostatowania 30 min, objetos¢ fazy nadpowierzchniowej wprowadzanej do kolumny
0,1 ml, czas wyréwnywania cisnien 2 min) — Impact of equilibrium temperature on
extraction efficiency of analytes (8 ml of oil stock with standards 250 ppm, 30 min of
equilibrium, 0.1 ml of headspace introduced into GC column, 2 min of pressurize).

Jak wynika z rysunku 4, wzrost temperatury termostatowania wptywa na
zwiekszenie powierzchni pikéw. Jednak wzrost temperatury znaczaco wptywa
takze na wzrost produktow utleniania w olejach. Dlatego tez w temperaturze 90°C
obserwowano zmniejszenie powierzchni pikéw badanych zwiazkdéw, szczeg6lnie
w przypadku substancji bardziej lotnych i jednoczesne pojawianie si¢ na chromato-
gramie dodatkowych pikéw, wskazujacych na powstawanie zwiazkdéw bedacych
produktami przemian termicznych badanych substancji wzorcowych. Jako optymalna
wybrano temperature 80°C.
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Okreslenie czasu wyréwnywania cisniesn

Wyrdwnywanie cisnienia panujacego w fiolce z badana préba i w kolumnie
chromatograficznej nastgpuje tuz przed wprowadzeniem fazy nadpowierzchniowej
do kolumny chromatografu. Dokonuje si¢ tego wprowadzajac gaz nosny do fiolki
z prébka. Badano czas tego wyrdéwnania w ciagu 1, 2, 3 i 4 minut. Uzyskane wyniki
ilustruje rysunek 5.
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Rys. 5. Wplyw czasu wyréwnywania cisnien na wielkos¢ sygnatu chromatograficznego
(8 ml oleju z dodatkiem mieszaniny wzorcow o stezeniu 250 ppm w 15 ml fiolce, czas
termostatowania 30 min, temperatura termostatowania 80°C, objetos¢ fazy nadpowierzchnio-
wej wprowadzanej do kolumny 0,1 ml) — Impact of pressurize time on extraction
efficiency of analytes (8 ml of oil stock with standards 250 ppm, 30 min of equilibrium at
80 <C, 0.1 ml of headspace introduced into GC column).

Jak wynika z rysunku 5 juz jedna minuta trwania tego etapu pozwala na
uzyskanie optymalnej wydajnosci procesu ekstrakcji.

Objetos¢ fazy nadpowierzchniowej dozowanej do kolumny chromatograficznej

Badano zakres objgtosci od 0,07 do 0,4 ml. Wraz ze wzrostem objgtosci fazy
nadpowierzchniowej dozowanej do kolumny wzrastata powierzchnia pikow bada-
nych substancji, jednak zbyt duza objetos¢ powoduje, iz uzyskane na chromato-
gramie piki staja si¢ niesymetryczne (tzw. ,,ogonowanie” pikéw) i rozciagnigte.
Dlatego tez zdecydowano, ze optymalna iloscia fazy nadpowierzchniowej poda-
wanej do kolumny jest objetos¢ 0,16 ml.
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Rys. 6. Wptyw objetosci fazy nadpowierzchniowej na wielkos¢ sygnatu chromatograficznego
(8 ml oleju z dodatkiem mieszaniny wzorcow o stezeniu 250 ppm w 15 ml fiolce, czas
termostatowania 30 min, temperatura termostatowania 80°C, czas wyréwnywania cisnien 2 min)
Impact of headspace volume on extraction efficiency of analytes (8 ml of oil stock with
standards 250 ppm, 30 min of equilibrium at 80 <C, 2 min of pressurize).

W wyniku wykonanych badan ustalono optymalne parametry proponowanej
metody (tab. 1), ktére stosowano w dalszym etapie badan oraz przy przeprowa-

dzaniu elementéw walidacji metody.

Tabela 1

Optymalne warunki oznaczania zwiazkdw lotnych w olejach roslinnych — — metoda HSA
Optimal conditions of HSA of volatile compounds in edible oils

Parametr ekstrakcji — Extraction parameter

Wartos¢ optymalna — Optimal value

Objetosé probki — Sample volume
Czas termostatowania — Equilibrium time

Temperatura termostatowania
Equilibrium temperature

Czas wyréwnywania cisnien — Pressurize time

Objetos¢ fazy nadpowierzchniowej podawanej na kolumne
chromatograficzna — Headspace phase volume

Podziat strumienia — Split ratio

8 ml w 15 ml fiolce

20 min
80°C
1 min

0,16 ml

Split1:10




Opracowanie procedury oznaczania lotnych produktéw utlenienia ... 113

Liniowos¢, powtarzalnos¢ wynikdw, granica wykrywalnosci
I 0znaczalnosci

Aby wyznaczy¢ powtarzalnos¢, a takze granice wykrywalnosci i oznaczal-
nosci przeprowadzono badania roztworéw substancji wzorcowych dodawanych do
prébek oleju zgodnie z opracowana procedura (tab. 1).

Do analizy ilosciowej zastosowano metode kalibracji zewnetrznej, poprzez
wyznaczenie krzywych kalibracyjnych. Ze wzgledu na fakt, iz kazdy analizowany
zwiazek posiada kilka zakres6w liniowosci w wybranym przedziale stezen, w ktorych
metoda jest liniowa, sporzadzono odpowiadajace tym zakresom krzywe kalibra-
cyjne. ROwnania tych krzywych i ich wspoiczynniki regresji zostaty zebrane
w tabeli 2. Wspotczynnik regresji okresla zaleznos¢ miedzy badanymi zmiennymi.
Im jego wartos¢ jest blizsza jednosci, tym korelacja jest silniejsza. Przedstawione
w tabeli wspoétczynniki regresji sa bliskie jednosci, co $wiadczy o liniowej zalez-
nosci pomiedzy analizowanymi wartosciami.

Tabela 2
Réwnania krzywych kalibracyjnych i wspotczynnikéw regresji dla badanych substancji
wzorcowych w oleju roslinnym wyekstrahowanych technika HSA/GC/FID — Equation
of calibration and regression coefficient with regard to some selected standards in edible
oil obtained using a HSA/GC/FID technique

Zwiazek Zakres liniowosci [ppm] Roéwnanie krzywej Wsp6iczynnik regresji

Compound Linearity range Equation of calibration Regression coefficient
pentanal 1-40 y =49,514x + 53,712 0,9981
40-100 y = 63,587x — 666,05 0,9973
100-250 y = 85,646x — 2359,8 0,9940
hexanal 5-30 y = 27,08x + 53,712 0,9991
30-90 y =17,736x + 271,24 0,9972
90-250 y =40,733x — 1581,4 0,9922
heptanal 10-40 y =5,5351x + 18,894 0,9852
40-100 y =10,318x — 142,74 0,9865
100-250 y =17,273x — 719,65 0,9939
decane 10-50 y =7,61x + 12,417 0,9858
50-100 y = 6,8826x + 84,624 0,9846
100-250 y = 13,413x — 423,21 0,9922
octanal 60-100 y = 2,1549x — 74,637 0,9434
100-250 y =6,3219x — 477,14 0,9980
2-t-heptenal 100-250 y = 4,4981x — 436,40 0,9925
nonanal 225-375 y =1,7511x — 328,33 0,9478
dodecane 90-187,5 y =0,9296x — 41,047 0,9800
187,5-375,0 y = 2,2784x — 292,05 0,9961




114 Justyna Gromadzka ...

Na podstawie uzyskanych krzywych kalibracyjnych wyznaczono nastepnie
granice wykrywalnosci i oznaczalnosci metody dla analizowanych substancji wzor-
cowych. Granica wykrywalnosci (LOD) jest najmniejsza iloscia lub stezeniem
substancji mozliwym do wykrycia za pomoca danej metody czy tez techniki anali-
tycznej z okreslonym prawdopodobienstwem, natomiast granica oznaczalnosci (LOQ)
to najmniejsza ilos¢ lub stgzenie substancji mozliwe do ilosciowego oznaczenia
dana metoda analityczna z zatozona doktadnoscia i precyzja (Konieczka 2003a).

Granica wykrywalnosci dla wszystkich analizowanych zwiazkéw zostata obli-
czona na podstawie odchylenia standardowego zbioru sygnatéw i kata nachylenia
krzywej kalibracyjnej. Przy wyznaczaniu granicy wykrywalnosci postuzono sig
nastepujaca zaleznoscia:

LOD = 3,3 x s/b,

gdzie b — wspdtczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej

s — odchylenie standardowe obliczone wg wzoru: s =

gdzie y;— wartoéci sygnatow dla danych zawartosci oznaczanego zwiazku,

na podstawie ktorych wyznaczono krzywa kalibracyjna
Y; — wartosci sygnatow dla danych zawartosci oznaczanego zwiazku

obliczone na podstawie uzyskanej krzywej kalibracyjnej
n— liczba roztworéw wzorcowych poddanych oznaczeniu w celu wyzna-

czenia krzywej kalibracyjnej.
Natomiast jako granicg oznaczalnosci przyjegto trzykrotna wartos¢ granicy wy-
krywalnosci:
LOQ =3 xLOD

Obliczone granice wykrywalnosci i oznaczalnosci dla wybranych substancji
wzorcowych przedstawiono w tabeli 3, w ktorej umieszczono réwniez wartosé
powtarzalnosci metody. Powtarzalnos¢ lub inaczej precyzja charakteryzuje rozrzut
uzyskanych wynikéw wokét wartosci sredniej. Jej miara jest odchylenie standardowe
rozumiane jako wspétczynnik zmiennosci CV = RSD x 100% = (SD/érednia) x 100%
(Konieczka 2003 b).

Powtarzalnos¢, jak i LOD, jest na zadowalajacym poziomie, gdyz przecigtny
btad popetniany podczas analizy fazy nadpowierzchniowej opisany poprzez wspot-
czynnik powtarzalnosci miesci si¢ w przedziale 2,5-37% (Keszler i in. 1998),
a granice wykrywalnosci dla metod wykorzystujacych te technikeg przygotowania
prébki mieszcza sie w zakresie 18-173 mg/kg (Keszler i in. 1998). Uzyskane
wyniki umieszczono w tabeli 3.
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Tabela 3
Granica oznaczalnosci (LOD), wykrywalnosci (LOQ) oraz powtarzalnos¢ (CV) w odnie-
sieniu do wybranych substancji wzorcowych w oleju roslinnym ekstrahowanych technika
HSA/GC/FID — Repeatability (CV), limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ) for some selected standards in edible oil obtained using HSA/GC/FID technique

Zwiazek — Compound LOD [mg/kg] LOQ [mg/kg] CV [%]
pentanal 441 13,23 2,3
hexanal 3,21 9,62 6,9
heptanal 20,37 61,11 9,3
decane 16,21 48,62 94

2-t-heptenal 26,91 80,73 7,1
octanal 21,41 64,23 13,3
nonanal 50,66 151,97 19,7

dodecane 27,02 81,07 8,2

Analiza prébek olejow roslinnych

Ostatnim etapem prezentowanych badan byla analiza prébek olejow roslin-
nych, ktore wczesniej zostaty poddane naswietleniu promieniowaniem ultrafioleto-
wym w celu przyspieszenia procesu ich utleniania. Reakcje fotoutleniania przepro-
wadzono stosujac reaktor z dwiema niskocisnieniowymi rteciowymi lampami
ultrafioletowymi o mocy kazdej z lamp 6 W i maksimum emisji przy diugosci fali
Amax = 254 nm. W tym celu 10 ml prébki oleju umieszczano w kuwecie kwarcowej,
a nastepnie kuwety umieszczano w fotoreaktorze i poddawano naswietlaniu przez
24 godziny. Po naswietlaniu z probki pobierano 8 ml oleju i umieszczano w 15 ml
fiolce. Szczelnie zamknieta zawartosé fiolki termostatowano przez 20 min w 80°C,
pobierano faz¢ nadpowierzchniowa, a nastepnie poddawano analizie chromatogra-
ficznej z zastosowaniem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego zgodnie z opisana
poprzednio procedura. Analizowane zwiazki zidentyfikowano na podstawie czasow
retencji, poréwnujac je z czasami retencji zwiazkbw w mieszaninie wzorcowej.
Na rysunku 7 przedstawiono przyktadowe chromatogramy analizowanych olejéw
roslinnych poddanych naswietlaniu promieniami UV przez 24 h oraz swiezych
olejow rafinowanych nie naswietlanych. We wszystkich naswietlanych olejach
obserwuje si¢ wyrazny wzrost zawartosci pentanalu, heksanalu, 2-trans-heptenalu
i nonanalu, przy czym wzrost zawartosci heksanalu jest zdecydowanie bardziegj
wyrazny, co potwierdza tezg, ze zwiazek ten jest dobrym wskaznikiem jakosci
olejow roslinnych.
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Rys. 7. Chromatogramy olejéw rzepakowych i stonecznikowych $wiezych rafinowanych (1)
i naswietlanych promieniowaniem UV (1) przez 24 h (12 W, 254 nm) uzyskane w wyniku
statycznej analizy fazy nadpowierzchniowej potaczonej z chromatografia gazowa z detekto-
rem ptomieniowo-jonizacyjnym FID, kolumna SPB-20 (Supelco, 30 m x 0,25 mm x 1 pm),
program temp.: 50°C (1 min), 6°C/min do 100°C, 15°C/min do 250°C (2 min)
Chromatograms of fresh refined (1) and irradiated (11) (24h, UV 12 W, 254 nm) rapeseed
and sunflower oils obtained after static headspace coupled with gas chromatography
analysis with FID detector, column SPB-20 (Supelco, 30 m x 0,25 mm x 1 pm),
temperature programme: 50 < (1 min), 6 C/min to 100 <, 15 CT/min to 250 T (2 min).
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Podsumowanie

Opracowana metoda jest szybka, tatwa w wykonaniu i czesciowo zautomaty-
zowana. Praca analityka ogranicza si¢ jedynie do pobrania prébek i umieszczenia
ich w automatycznym dozowniku probek przystawki do analizy fazy nadpo-
wierzchniowej. Metoda nie wymaga stosowania rozpuszczalnikéw (analiza zwiazkow
lotnych nad powierzchnia probki), dzieki czemu jest przyjazna dla srodowiska
i moze by¢ zaliczana do technik prosrodowiskowych, spetniajacych wymagania
»Zielonej chemii”. Proponowana metoda umozliwia $ledzenie procesu utleniania
olejow poprzez oznaczanie zawartosci heksanalu w prébce.
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