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'H NMR JAKO NARZEDZIE DO OCENY JAKOSCI OLEJOW ROSLINNYCH

Streszczenie

Woprowadzenie: Oleje roslinne petnig wazna role zardwno w przemysle spozywczym, farmaceutycznym,
jak i kosmetycznym. Sg nie tylko Zrodtem substancji odzywczych, lecz takze moga stanowi¢ no$nik sub-
stancji bioaktywnych jako sktadnik kremow czy emulsji. Niektore oleje, jak np. oliwa z oliwek extra
virgin, czy olej arganowy z powodu duzego zapotrzebowania przez konsumentoéw, jak i wysokiej ceny,
moga by¢ obiektem zafalszowan tanszymi i tatwiej dostepnymi olejami. Stad potrzeba opracowywania
nowych metod badawczych umozliwiajacych szybkie rozpoznawanie takich zafalszowan, ale réwniez
pozwalajacych na oceng jakosci oleju np. w zmiennych warunkach przechowywania. Standardowo do
oceny profilu kwasow ttuszczowych w oleju wykorzystuje si¢ chromatografi¢ gazowa (GC). W ocenie
jakosci oleju bierze si¢ pod uwage rowniez parametry oleju takie jak: liczba kwasowa, liczba nadtlenkowa
czy liczba jodowa. Jednak zamiast wykonywac wszystkie wspomniane badania, parametry te mozna wy-
znaczyé rowniez bezposrednio z widm *H NMR. Stad duzy potencjat zastosowan tej metody w szybkim,
przesiewowym badaniu jakoéci olejow. Technika ‘H NMR zyskuje w ostatnich latach na znaczeniu
W badaniach jakosci i sktadu zywnosci, w tym olejow roslinnych. W badaniach olejow wykorzystuje si¢
réwniez wielowymiarowe techniki NMR, czy analize innych jader (*C NMR). Celem pracy jest przed-
stawienie zastosowarn najpowszechniej wykorzystywanej techniki *H NMR.

Wyniki i wnioski: W artykule zawarto przyktady zastosowan tej metody w kontek$cie badan sktadu,
jakosci i autentycznodci oliwy z oliwek, oleju konopnego i oleju arganowego jako olejow stosowanych
(zarowno w kontekscie spozywczym, medycznym lub kosmetycznym) oraz zyskujacych coraz wigksza
popularno$¢ wéréd konsumentow.

Stowa kluczowe: "H NMR, oleje roslinne, oliwa z oliwek, olej konopny, olej arganowy

Wprowadzenie

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) jest powszechnie
stosowanym podejsciem do identyfikacji, jakosciowego i ilosciowego oznaczania me-
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tabolitow lub substancji obecnych w mieszaninach czy w ekstraktach zywnosciowych
[20].

Technika NMR z powodzeniem moze by¢ stosowana do badania zywnosci, mig-
dzy innymi sokow, win, przypraw czy miodow. Nie wymaga specjalnego przygotowa-
nia probki, takich jak derywatyzacja lub ekstrakcja. Mieszanina moze by¢ poddana
badaniu jako calo$¢, bez potrzeby rozdzielania na skladniki, z niewielkim uzyciem
rozpuszczalnika. Dzigki zwigkszeniu zdolno$ci rozdzielczej aparatury mozna badac
ztozone uklady, np. wyciagi roslinne czy mieszaniny. Na ogot takie mieszaniny to
zestaw kilkudziesieciu substancji, ktérych doktadna identyfikacja metoda NMR jest
skomplikowana, bywa, ze nawet niewykonalna. Jednakze widmo *H NMR daje moz-
liwo$¢ okre$lenia profilu sktadnikéw, np. charakterystycznych dla roéliny (cukry, ami-
nokwasy, kwasy fenolowe, kwasy ttuszczowe itd.). Celem pracy jest przedstawienie
zastosowan najpowszechniej wykorzystywanej techniki *H NMR.

Powstaje coraz wigcej prac, ktorych celem jest zastosowanie metabolomiki opar-
tej na technice 'H NMR do oceny jakosci np. suplementow diety [6], ale rowniez pro-
duktéw spozywezych, np. olejow roslinnych. Widmo *H NMR danego oleju oddaje
obraz profilu metabolomicznego, co jednoznacznie wskazuje na pochodzenie, rodzaj
oleju i/lub jego autentyczno$¢ oraz obrazuje roznice w sktadzie.

W analizie zlozonych probek stosuje si¢ coraz czgsciej podejscie nazywane NMR
fingerprinting, czyli NMR-owskim ,,odciskiem palca”. Juz rozpoznanie samego ksztal-
tu widma, bez przypisywania poszczegolnych sygnatéw, to dobry sposéb odrozniania
probek biologicznych. Intensywnos$¢ sygnatéw odzwierciedla roznice w metabolizmie,
ktore spowodowane sg takimi czynnikami, jak warunki wzrostu, stadium rozwojowe
lub genotyp [25]. Technika NMR moze by¢ stosowana z powodzeniem do pozyskiwa-
nia informacji o sktadzie probek pochodzenia roslinnego, np. owocoéw [13], a takze
0 procesach zachodzacych w organizmie zwierzgcym [12]. ,,Widma-odciski” wielu
probek moga by¢ analizowane przy uzyciu wielowymiarowych metod statystycznych,
chemometrycznych (PCA). Na ogdét jako technike pomiarowa stosuje sic 'H NMR,
poniewaz rejestracja takiego widma zajmuje kilka minut.

Metoda NMR fingerprinting uznawana jest przez Komisj¢ Europejska do kontroli
autentycznosci i zrodet zywnosci (np. tososia i pochodzacych z niego produktow, jako-
$ci napojow alkoholowych, oliwy z oliwek i innych) [2]. Jadrowy rezonans magne-
tyczny (NMR) jest waznym narzedziem w badaniu lipidow, olejow i thuszczéw spo-
zywezych. Zastosowanie 'H NMR w badaniu olejow, thiszczow i lipidow
spozywczych wzrosto, szczegoélnie ze wzglgdu na ogromng ilo$¢ informacji, ktore
widma 'H NMR w wysokim polu (np. 600 ~ 800 MHz) moga dostarczy¢ w bardzo
krotkim czasie [17]. W widmie wszystkie atomy wodoru (protony) majace to samo
otoczenie chemiczne lub to samo pole lokalne, wytwarzaja sygnaly o tej samej czgsto-
tliwosci. Pozycja sygnatu rezonansowego w widmie nazywana jest przesuni¢ciem
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chemicznym (8 [ppm]). Przesuniecie chemiczne (stuzace do okres$lenia potozenia sy-
gnalu w widmie NMR, odpowiadajace czgstotliwosci rezonansowej jadra atomowego
wzglgdem wzorca w polu magnetycznym), intensywno$¢ i wielos¢ linii rezonansowych
(multipletowos¢ sygnatow, czyli rozszczepienie sygnatu na kilka sktadowych w wyni-
ku sprzezen wystepujacych miedzy jadrami w probce) zawierajg szereg informacji na
temat nierdwnocennych jader ‘H wystepujacych w probee [11] (Ryc. 1). Przesunigcie
chemiczne atomu lub grupy atoméw mierzy si¢ wzgledem tetrametylosilanu (TMS).
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Ryc. 1. Widma *H NMR (CDCl3) wybranych olejow roslinnych: a) oliwa z oliwek, b) olej Iniany, c) olej
konopny.
Fig. 1. 'H NMR spectra (CDCl5) of selected vegetable oils a) olive oil, b) linseed oil, ¢) hemp oil.

Identyfikacje sktadnikoéw obecnych w olejach przeprowadza si¢ na podstawie
analizy sygnatow 'H NMR dla roznych grup protonéw wystepujacych w zwigzkach.
Wazne jest takze oszacowanie udziatu wielonienasyconych grup acylowych w lipidach
(kwasow n-3 i n-6) ze wzgledu na ich wptyw na stabilno$¢ oksydacyjna oraz wptyw na
zdrowie czlowieka. Parametr ten (ilo$¢ wielonienasyconych grup acylowych) to kryte-
rium oceny jakosci olejow, np. rybnych, w niektorych krajach, np. w Japonii [17]. Za-
tem ilos¢ kwaséw nienasyconych mozna z powodzeniem oszacowaé za pomoca
'H NMR w prosty sposob.
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Z punktu widzenia autentycznos$ci probek najbardziej interesujacymi sygnatami
protonowymi beda prawdopodobnie sygnaly grup metylowych (CHj3) wystepujacych
w acylowych grupach i kwasach tluszczowych. Grupy metylowe linolenowych taficu-
chow acylowych (ALA, grupy metylowe kwasoéw tluszczowych n-3) wygladaja nieco
inaczej niz grupy metylowe innych tancuchow kwasow ttuszczowych, np. LA (n-6).
W widmie 'H NMR olejéw (Ryc. 1) widaé sygnaly przy wartosci przesunigcia che-
micznego 6 0,88 i 0,97 ppm. Sg to sygnaty pochodzace od grup CHz obecnych w LA
(multiplet przy 0,88 ppm) i ALA (swoisty, rozpoznawalny triplet przy 0,97 ppm). Po-
niewaz oliwa z oliwek zawiera mniej kwasu ALA niz inne (brak charakterystycznego
tripletu przy 0,97 ppm, Ryc. 1a), mozliwe jest wykorzystanie tej informacji do rozroz-
nienia jej od innych olejow, np. Inianego (Ryc. 1b). Réwniez widmo 'H NMR oleju
konopnego (Ryc. 1c) pokazuje sygnaly odpowiadajace glownym sktadnikom oleju.
Obecno$¢ niektérych innych sktadnikéw mozna wykry¢, analizujac sygnaty 0 niskiej
intensywnosci, ktore pojawily si¢ w linii podstawowe;.

Najbogatszym i tatwo dostepnym zrodtem ALA (n-3) sg oleje z nasion roslin ole-
istych, przede wszystkim z Inu (ok. 53 %), rzepaku (ok. 9 %) i soi (ok. 7 %) [4], ale
takze oleje konopne. Analiza widm 'H NMR jest niezawodna, szybka i umozliwia
analizowanie wielu sktadnikéw na podstawie tylko jednego pomiaru. Analiza 'H NMR
to narzg¢dzie charakteryzujace oleje na wiele roznych sposoboéw, m.in.:

— pozwala na wiarygodne ilo$ciowe oznaczenie zawartosci kwasow tluszczowych
W odniesieniu do jednonienasyconych kwasow tluszczowych (MUFA), wielonie-
nasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) i nasyconych kwaséw ttuszczowych
(SFA) [40];

— umozliwia oceng zawarto$¢ wolnych kwasow ttuszczowych w oleju [32] czy anali-
zy procesow utleniania oleju [47];

— pozwala wyznaczy¢ parametry jako$ciowe oleju, jak np. liczba jodowa (zastoso-
wanie techniki "H NMR do wyznaczenia liczby jodowej dato wartosci zgodne
zZ klasyczng metoda dla znacznej liczby probek [18]. Klasyczna metoda jest czaso-
chtonna i wymaga naktadu wielu odczynnikow chemicznych);

— moze by¢ wykorzystana do okreslenia zawartosci sktadnikoéw o mniejszym steze-
niu w oleju (np. polifenoli [38], skwalenu, steroli [42], kannabinoidow [5].

Metode mozna rozszerzy¢ na przemyst kosmetyczny, w ktorym rowniez istotny
jest skiad produktu. Informacje o sygnatach widm *H NMR zebrane z danych literatu-
rowych tworza unikalng baze, ktora moze postuzy¢ w potwierdzeniu tozsamosci bada-
nej substancji lub przeciwnie — wykluczy¢ ja.

Oleje i ttuszcze roslinne sktadaja si¢ gtownie z triacylogliceroli, mono- i diacylo-
gliceroli, steroli, witamin, kwasow tluszczowych i innych. Interesujaca jest mozliwos¢
okreslenia stopnia nienasycenia i proporcji réznych grup acylowych w olejach.
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Oleje — ogdlna charakterystyka

Olej roslinny to thuszez pozyskiwany z nasion lub owocow niektorych roslin [14].
Oleje to zazwyczaj substancje w stanie cieklym lub tatwo topniejace ciala state. Sg
nierozpuszczalne w wodzie, a dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach lipofilnych.
Maja zréznicowane pochodzenie i wlasciwosci chemiczne. Najczgséciej oleje roslinne
stosowane sg jako thuszcze jadalne, lub sktadniki kosmetykow, a niektore z nich jako
suplementy diety czy sktadniki lekéw (np. w emulsjach olejowych). Bywajg takze
wykorzystywane jako surowce do produkcji materiatow lakierniczych, malarskich
i impregnacyjnych (np. olej Iniany).

Kazdy olej roslinny posiada swoj charakterystyczny sktad kwasow thuszczowych
i substancji towarzyszacych, ktore moga si¢ rozni¢ iloscig nawet w obrgbie jednego
gatunku. Istotng zaletg tych olejow jest ich sktad bogaty w nienasycone kwasy thusz-
czowe oraz niezbg¢dne nienasycone kwasy ttuszczowe z rodzin n-6 i n-3. Odgrywaja
one wazng rolg w syntezie prostaglandyn, prostacyklin, leukotrienéw, lipoksymow
i tromboksanow oraz uczestniczg w prawidtowym transporcie lipidow i cholesterolu
we krwi, dlatego zawdzigcza si¢ im dzialanie antyagregacyjne i obnizajace cis$nienie
tetnicze krwi [14]. Obecnie zwraca sie uwage na proporcje kwaséw thuszczowych
z tych dwoch rodzin (n-6 i n-3). Zalecany stosunek pomigdzy kwasami tluszczowymi
n-6 i n-3 w diecie powinien wynosi¢ 1:1 + 2:1, a jako gorng dopuszczalng granice tego
stosunku podaje sie proporcje 5:1 [24]. Tymczasem rzeczywiste spozycie kwasow
thuszczowych n-6 w pordwnaniu z n-3 jest nawet 15-krotnie wyzsze.

Istotnym czynnikiem majacym wptyw na sktad oleju jest sposob jego wytwarza-
nia. Najlepsza jakos$¢ przypisuje si¢ olejom ttoczonym na zimno. Metoda ta polega na
rozgniataniu nasion i ttoczeniu ich w prasie bez ogrzewania, a nastepnie przefiltrowy-
waniu. Uwaza sie, ze ta technika zapewnia niezmieniony sktad oleju, lecz otrzymany
W ten sposob produkt ma stosunkowo wysoka tendencje do utleniania [14]. Najszybciej
negatywnym przemianom, takim jak utlenianie czy polimeryzacja, ulegaja wieloniena-
sycone kwasy tluszczowe, ktore wykazuja najwickszg wrazliwos¢ na warunki prze-
chowywania (jak temperatura, dostep powietrza i $wiatla).

Swiatowa produkcja olejow roslinnych zwigksza sie i sumarycznie w latach
2022 + 2023 ma wynies¢ blisko 230 mln m®/rok [45].

Oliwa z oliwek - charakterystyka

Wyjatkowym olejem roslinnym jest oliwa pozyskiwana z owocéw drzewa oliw-
nego (Olea europaea) wystepujacego w klimacie $rédziemnomorskim i subtropikal-
nym. Charakteryzuje si¢ specyficznym smakiem, duzg opornoscia na utlenianie oraz
dziataniem hipolipemizujacym i zétciopednym [14]. W przeciwienstwie do oliwy
zZ dojrzatych owocow, oliwa z zielonych oliwek posiada ostrzejszy smak i zapach. Oli-
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we mozemy klasyfikowa¢ ze wzgledu na kraj pochodzenia (oliwg wloska, hiszpanska

czy grecka) oraz sposob produkcji.

Oliwa virgin (tzw. dziewicza) jest pozyskiwana wytacznie metodami mechanicz-
nymi, aby nie powodowaé¢ zmian w strukturze triacylogliceroli. Na jej podstawie wy-
rézniamy w zalezno$ci od zawarto$ci wolnych kwasow ttuszczowych oliwy:

— nadajace si¢ do bezposredniego spozycia (Virgin olive oil) — oliwa extra virgin
(Extra virgin olive oil — EVOOQ), virgin (Virgin olive oil) i zwykta oliwa virgin
(Ordinary virgin olive oil);

— nadajace si¢ do celdow spozywczych po rafinacji (Lampantte virgin olive oil) —
oliwa rafinowana (Rafined olive oil) i oliwa (Olive oil).

Oliwa wytlokowa (Olive-pomace oil, Oilo sansa di oliva) jest otrzymywana
w wyniku ekstrakcji, a nastepnie rafinacji i z tego wzgledu wyrdzniamy:

— surowa oliwe wytlokowa (Crude olive-pomace oil);

— rafinowang oliwe wyttokowg (Rafined olive-pomace oil);

— oliwe wytlokowg (Olive-pomace oil).

W Europie wérdd olejow jadalnych oliwa z oliwek jest najbardziej popularnym
olejem ro$linnym po oleju rzepakowym, sojowym i stonecznikowym. Oliwa extra
virgin jest najbardziej znanym olejem nierafinowanym. Wyniki badan naukowych
potwierdzaja korzystne oddzialywanie oliwy i1 diety srodziemnomorskiej na zdrowie,
szczegblnie ludnosci zamieszkujacej tereny polozone nad Morzem Srodziemnym [26]
(Ryc. 2).
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Ryc. 2.  Wiasciwosci biologiczne wybranych sktadnikéw oliwy z oliwek.
Fig. 2.  Biological properties of selected olive oil components.
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Badania WHO potwierdzily, ze w okresie od 1980 do 2014 roku populacja osob
otylych podwoita si¢, z czego znaczaca liczba dotyczyta dzieci [22]. Przyczynia si¢ do
tego dieta wysokottuszczowa, bogata w ttuszcze pochodzenia zwierzgcego i pochodza-
ce od tropikalnych ro$lin, np. olej palmowy. Konsekwencja ztego zywienia jest wiele
choréb metabolicznych, m. in. cukrzyca typu 2, nadcisnienie, miazdzyca, a takze za-
krzepica. Od dawna uwaza si¢ diete $rddziemnomorska za przyktad profilaktyki cho-
rob cywilizacyjnych [39]. Istotnym sktadnikiem tej diety jest oliwa z oliwek pochodza-
cych z odpowiedniej uprawy. Badania jednoznacznie wykazaty, ze na sktad oliwy ma
wplyw nie tylko odmiana rosliny, ale takze nawodnienie rosliny oraz miejsce uprawy.
Gtowna zaletg oliwy jest dobrze poznane dziatanie antyoksydacyjne, za ktore odpo-
wiadajg jednonienasycone kwasy thuszczowe (majgce jedno podwdjne wigzanie
w tancuchu, np. kwas oleinowy), tokoferole oraz polifenole [39]. Sposrdd tokoferoli
a-tokoferol wykazuje najsilniejsze dziatanie ochronne na btony komorkowe, a dzieki
dodatkowej grupie fenolowej hamuje cyklooksygenaze, zwigksza odpowiedzi immuno-
logiczne i reguluje agregacje plytek krwi. Wplywa réwniez na poziom triglicerydow
w 0soczu i zapobiega utlenianiu LDL, co zmniejsza ryzyko rozwoju miazdzycy oraz
poprawia stan organizmu oséb chorych na cukrzyce typu 2. Wykryto rowniez, ze kwas
oleinowy hamuje dziatanie prostaglandyn, co wptywa na wzrost masy kostnej i zmniej-
szenie ryzyka zlaman osteoporotycznych. Obiecujacym odkryciem jest dzialanie
ochronne skwalenu i polifenoli przeciw niektorym rodzajom raka. Hydroksytyrozol
i oleuropeina stabilizujg rodnik hydroksylowy, dlatego uczestnicza w prewencji gru-
czolakoraka jelita grubego. Najwicksze znaczenie odzywcze dla cztowieka posiada
oliwa extra virgin, dlatego jest czestym tematem badan w zakresie zafalszowan przez
producentow.

Badania oliwy z oliwek z zastosowaniem techniki *H NMR

Wraz z rosnagcym zainteresowaniem konsumentéw zdrowotnymi wlasciwosciami
oliwy z oliwek Extra Virgin (EVOQ) wzrasta jego produkcja, co implikuje ryzyko
falszowania sktadu tego cennego produktu. Grupa z uniwersytetu w Barcelonie podjeta
si¢ tematu wykorzystania roznych metod spektroskopii magnetycznego rezonansu ja-
drowego (NMR) w celu precyzyjnego okreslenia sktadu i pochodzenia danej oliwy
z oliwek [30]. Podsumowali najwazniejsze badania zawartosci zwigzkow polifenolo-
wych obecnych w EVOO, ktérym przypisuje si¢ rowniez dziatanie prozdrowotne.

EVOO sktada si¢ z triacylogliceroli (ponad 98%) oraz pozostatych sktadnikoéw
(okoto 1 +2 %), takich jak skwalen (Ryc. 3), a-tokoferol, fitosterole, zwigzki fenolo-
we, karotenoidy oraz alkohole alifatyczne i terpenowe, ktore stanowig niezmydlajaca
si¢ frakcje oleju. Sktad chemiczny tej frakcji moze ro6zni¢ si¢ zarowno jakos$ciowo, jak
i ilosSciowo w zalezno$ci od gatunku roslin, warunkow klimatycznych, procedur eks-
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trakcji i rafinacji oraz warunkow przechowywania [8], ktore rowniez w duzym stopniu
wplywajg na wlasciwosci organoleptyczne jakosc¢ i stabilno$¢ oleju.
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Ryc. 3. Zastosowanie '"H NMR w ilo§ciowym oznaczeniu skwalenu w olejach w tym EVOO; Prawa
autorskie 2017 Wiley. Wykorzystano za zgoda Archimede Rotondo i in. Quick unreferenced
NMR quantification of Squalene in vegetable oils, Eur. J. Lipid Sci. Technol. [37].

Fig. 3.  Application of *H NMR in the quantitative determination of squalene in oils, including EVOO;
Copyright 2017 Wiley. Used with permission from Archimede Rotondo et al. Quick unrefer-
enced NMR quantification of Squalene in vegetable oils, Eur. J. Lipid Sci. Technol. [37].

Wykazano, ze zastosowanie metody NMR umozliwia precyzyjne zidentyfikowa-
nie, a takze oznaczenie ilosci lignanow iflawonoidéw obecnych w EVOO [30]. W celu
uzupehienia informacji jakosciowych i ilosciowych danych zastosowano metody
chromatograficzne: GC-MS i potpreparatywnego HPLC. Na ich podstawie okreslono
obecno$¢ poszczegodlnych substancji np. apigeniny, luteoliny, pinoresinolu, 1-aceto-
ksypinoresinolu oraz syringaresinolu. Zoptymalizowano rozpuszczalniki do rejestracji
widm 'H NMR oleju EVOO. Pokazano, ze rodzaj deuterowanego rozpuszczalnika
wplywa na identyfikacje sktadu oliwy. W nastgpnych latach wykorzystano t¢ metode
do oznaczenia ilosciowego aglikonu ligustrozydu w EVOO pochodzenia greckiego,
kalifornijskiego, hiszpanskiego, wloskiego i z oliwek Hojiblanca [35]. Wykorzystano
réwniez metode 'H NMR do ilosciowego oznaczenia alkoholi i kwaséw fenolowych:
waniliny, kwasu p-kumarowego, alkoholu homowanilinowego [30].

Istotng trudno$cia w oznaczeniu ilosciowym NMR okazaly si¢ naktadajace sig
sygnaty zwiazkéw obecnych w zlozonych mieszaninach. W tym celu opracowano
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techniki wielowymiarowe, ktore niwelowaty nakladajace si¢ sygnaty i wysoka gestosé
spektralng. Przyktadem takiej metody jest MaxQ NMR, czyli NMR w maksimum
kwantowym [30], ktora skupia si¢ na sygnatach szesciocztonowych pierscieni aroma-
tycznych, m. in. polifenoli. Dzigki wysokiej czutosci i brakowi wymogu fizycznego
rozdzielenia polifenoli z mieszaniny moze znalez¢ zastosowanie w badaniach jako-
Sciowych oliwy z oliwek oraz pozwoli okresli¢ jej wiek, pochodzenie, a takze Stwier-
dzi¢, czy zostata zafalszowana.

Zespot profesora Photisa Daisa przeprowadzit szczegotowy przeglad opisanych
dotychczas artykuléw na temat uzytych metod spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego w celu okres$lenia jakosci EVOO [10]. Uczeni wskazali problemy, jakie
moga wystapi¢ podczas oznaczen z wykorzystaniem metody *H NMR oraz pordéwnali
wyniki uzyskane z techniki *"H NMR z innymi metodami instrumentalnymi. Zwrocili
uwage, ze dostepne szeregi operacji matematycznych sg pracochtonne, trudne do zro-
zumienia, a nawet czasem sg btednie opisane. Jedng z form unikniecia pomytek w od-
czycie widma NMR jest fgczenie roznych metod analitycznych. W praktyce w badaniu
olejow stosuje sie czesto potgczenie chromatografii gazowej i NMR. Chromatografia
gazowa (GC) w poréwnaniu Z NMR wymaga jednak wstepnej obrobki, derywatyzacji
i ekstrakcji probki, co jest czasochtonne i nie pozwala na wysoka powtarzalno$¢ wyni-
kéw. Dodatkowo problemem sg jednostki, ktorymi wyraza si¢ wyniki ilo§ciowe — GC
wykorzystuje procenty masowe, a NMR — stezenia wzgledne w procentach molowych.
Korzystniejsza jednostkg okazuja si¢ jednostki wagowe, ktore w przystgpniejszy spo-
sob informujg konsumenta o wartosciach odzywczych produktu. Jednak istotng zaleta
metody "H NMR jest oznaczanie steroli roslinnych. Uzyskane wyniki sa niemal iden-
tyczne jak przy GC, a czas analizy skraca si¢ z potowy dnia do potowy godziny.

Cho¢ od opublikowania tego artykutu mineto juz 10 lat, to problem jest nadal ak-
tualny. Swiadcza o tym liczne doniesienia naukowe pojawiajace si¢ na przestrzeni
ostatnich lat, opisujace zastosowanie techniki ‘H NMR w badaniach EVOO. Obecnie
wykorzystuje si¢ analize "H NMR do badania mieszanek oliwy z oliwek [7, 15], oceny
pochodzenia geograficznego [21], badania profilu zwigzkow wystepujacych w nie-
wielkich ilosciach w oliwie (steroli, skwalenu, alkoholi thuszczowych, woskow, polife-
noli) [30, 38] czy badania stabilnosci oliwy podczas przechowywania [1].

Na podstawie analizy widm "H NMR jestesmy w stanie wykaza¢ istotne roznice
w profilu zwigzkoéw steroidowych, ktore najprawdopodobniej sg zwigzane z odmiang
EVOO, pochodzeniem geograficznym i stopniem dojrzatosci. Jedng z modyfikacji
metod jest dodanie jonow srebra w postaci AgFOD (FOD = 4,4,5,5,6, 6,6-heptafluoro-
1-(2-tienylo)-1,3-heksanedienon). W widmach rejestrowanych przy 300 MHz otrzy-
mano wyraznie rozdzielone sygnaly protonow allilowych, co wynikato z réznych sit
kompleksowania jonami srebra (nasycenie wigzan Cis i trans). Takie podejécie anali-



56 Patrycja Stomczynska, Pawet Siudem, Katarzyna Paradowska

tyczne mogtoby mie¢ szczegbdlne zastosowanie w przemysle spozywczym ze wzgledu
na stosunkowo niski czas i koszty [10].

EVOO swoje odzywcze wlasciwosci zawdzigcza bogatemu sktadowi w aktywne
metabolity, ktére przy zastosowaniu metod chemometrycznych i ‘H NMR mozna okre-
$li¢ profilowaniem metabolicznym. Powstajace widma charakteryzuja si¢ wysoka czu-
oscig i rozdzielczo$cig. Wyrodznia si¢ dwa kierunki metabonomiki: profilowanie celo-
we, metaboliczne i metabonomig iloSciowa, ktore wykrywaja i oznaczaja ilosciowo
wybrane metabolity w widmie oraz metabolic fingerprinting, ktéry traktujemy jako
chemiczny odcisk palca EVOO. Metaboliczny odcisk palca nie wymaga szczegotowej
analizy poszczeg6lnych sygnalow w widmie i analizy ilosciowej, dlatego jest obiecuja-
cg metoda do identyfikacji surowcow ze wzgledu na rézne kryteria pochodzenia w celu
okre$lenia np. autentyczno$ci produktu.

Wazng kwestig w przypadku oliwy z oliwek jest aspekt regulacji kwalifikacji oli-
wy z oliwek przez rézne organizacje. Komisja Unii Europejskiej wyrdznia osiem klas
oliwy z oliwek, z ktorych kazda ma swoje normy jakosci odnoszace si¢ do whasciwosci
fizykochemicznych i organoleptycznych (Ryc. 4). Dostepne bazy zawierajace charak-
terystyke oliwy musza by¢ jednak co roku aktualizowane ze wzglgdu na postepujace
zmiany klimatyczne, ktore oddziatuja na wzrost roslin.

extra virgin
olive oil

oliwa z oliwek (olives of the highest quality)

najwyzszej jakosci z
pierwszego tloczenia

refined olive oil
rafinowana oliwa z oliwek*
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of refined olive oil
and extra virgin
olive oil

oliwa z oliwek skladajaca si¢
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oraz oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia

Cena oliwy
Olive price

lo Joanjea ppe

Amijo emosemy eqzar]

refined olive

rafinowana oliwa z wytloczyn z oliwek "
pomace oil

oliwa z oliwek z pierwszego
tloczenia

oliwa lampante z pierwszego
tloczenia

extra virgin olive oil |extra virgin lampante oil

olive pomace oil | olive pomace raw oil
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Ryc. 4. Rodzaje klas oliwy z oliwek wedtug Unii Europejskiej [46].
Fig. 4. Types of olive oil grades according to the European Union [46].

Do oceny jakosci oraz identyfikacji olejow i ttuszczow stosuje si¢ oznaczenia ta-
kie jak m.in. [43]:
— liczba jodowa, ktora jest miernikiem stopnia nienasycenia thuszczu,
— liczba nadtlenkowa, ktéra jest wskaznikiem stopnia utlenienia, czyli zjelczenia
thuszczu,
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— liczba kwasowa, ktora pozwala oceni¢ udzial wolnych kwasow thuszczowych
W badanej masie ttuszczu.
W ocenie jako$ci oliwy z oliwek czgsto ocenia si¢ kwasowo$¢ w procentach
w przeliczeniu na kwas oleinowy [3]. Im nizsza warto$¢ kwasowosci, tym lepsza ja-
ko$¢ uzytych surowcow do produkeji oliwy. Nalezy jednak pamigtac, Ze rafinacja zna-
czaco obniza kwasowo$¢, ale nie poprawia wlasciwosci oliwy.

Typy zafalszowan oliwy z oliwek

Oliwa z oliwek jest bardzo cennym surowcem i dzicki swojej rosnacej popularno-
sci w roznego rodzaju dietach jest narazona na czgste falszowanie w celu zwickszenia
nieetycznie zyskéw. Nieukierunkowane podejécie analizy NMR pozwala na zbadanie
catego zestawu czastek obecnych w probee, co jest wykorzystywane w klasyfikacji
oliwy. Zauwazono, ze odmiany botaniczne oliwek réznig si¢ iloscig triacylogliceroli,
w tym celu poddano analizie *H NMR trzynascie olejow, m. in. olej rzepakowy, kuku-
rydziany, arachidowy, sezamowy, oliwkowy i stonecznikowy, aby wyrdzni¢ kluczowe
réznice w widmach roéznych olejow [44]. Zafatszowanie do 10 % rafinowanym olejem
z orzechow laskowych bylo mozliwe do wykrycia, a 84,92 % wynosita doktadno$é¢
w identyfikacji zafalszowania mieszankg trzech nasion. Polaczenie metody 'H NMR
2 *'P NMR wykazata dolng granice zafalszowania do 5 %. W innym osrodku badacze
podjeli si¢ sklasyfikowania 200 probek komercyjnych 100-procentowo wtoskich mie-
szanek oliwy z oliwek, ktore obejmowaty 126 oliw monokulturowych. Uzyskano bazg
danych, ktora zawierala scharakteryzowane oliwy w zaleznosci od zbioréw i stworzyta
uzyteczne narzedzie w weryfikacji potencjalnych zafatszowan [36].

W innym badaniu analizowano dwadziescia osiem oliw z oliwek [34]. W tym ce-
lu poddano analizie '"H NMR dziesigé olejow z nasion oraz siedem jednogatunkowych
i mieszanych oliw EVOO w celu zbadania oliw fatszowanych innymi olejami. Wyniki
zestawiono z uzyciem analizy glownych sktadowych (PCA). Jedng z form fatszowania
oliwy jest rozcienczenie oliwy lub catkowite zastgpienie jej innymi olejami, co moze
si¢ wigza¢ z ryzykiem np. reakcji alergicznej u pacjentéw z nadwrazliwoscia na zata-
jone substancje. Oleje ze stonecznika i krokosza barwierskiego charakteryzuje podob-
ny sktad do oliwy z oliwek, ale mozna je rozréznié, analizujac stosunek zawarto$ci
poszczegodlnych kwasow thuszczowych w oleju, szczegolnie stosunku ALA do kwasu
oleinowego. Dla oliwy charakterystyczne jest wysokie stezenie kwasu oleinowego przy
niskim poziomie ALA.

Wyniki powyzszego badania z zastosowaniem PCA wykazaty, ze widma olejow
Z nasion wyraznie roznity si¢ od widm oliwy z oliwek. Region odpowiadajacy za iden-
tyfikacje oleju z orzechéw laskowych przesuwat si¢ wraz ze stgzeniem oliwy z oliwek.
Do rozcienczenia oliwy najprawdopodobniej uzyto czterech olejow: arachidowego,
krokoszowego, stonecznikowego lub rzepakowego. Z dwudziestu osmiu deklarowa-
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nych oliw z oliwek az dwie okazaly si¢ zafalszowane. Pierwszg probke rozcienczono
olejem arachidowym lub olejem z pestek winogron. Druga probka najpewniej zostata
zafalszowana mieszanka r6éznych olejow.

Mozliwe jest rowniez fatszowanie oliwy oliwami pochodzacymi z innych regio-
now. Analiza oliwy z oliwek pod wzgledem pochodzenia geograficznego roznych re-
gionéw Libanu wykazata wzrost stezenia jednonienasyconych kwasow ttluszczowych
na potnocy Libanu [28]. W badaniach autentyczno$ci przebadano 12 oliw z Wioch,
Grecji, Tunezji i Hiszpanii oraz 25 komercyjnie dostepnych wioskich oliw z oliwek
[9]. Zastosowano metode 'H NMR. Uzyskane wyniki wykazaly, ze wigkszos¢ oliw
zawiera sktadniki charakterystyczne dla oliwy z Grecji i Hiszpanii. Dodatkowo wykry-
to, ze wloskie EVOO charakteryzuje sie wyjatkowo wysoka zawarto$ciag kwasu olei-
nowego oraz polifenoli. Kwas oleinowy nalezy do jednonienasyconych kwasow thusz-
czowych typu n-9. Na sktad oliwy wplywa réwniez metoda ekstrahowania — metoda
ultradzwigkowa z ekstrakcja w wymienniku termicznym zwickszyta ilos¢ biofenoli
w oliwie.

Opisane badania obrazuja jak bardzo powszechne jest falszowanie oliw oraz apli-
kacyjne zastosowanie metody NMR w celu rozrézniania olejow, w tym przypadku
Z krokosza barwierskiego i stonecznikowego. Problem falszowania powinien by¢ na-
glasniany, aby konsumenci byli $wiadomi potencjalnego ryzyka dla zdrowia.

Olej konopny

Innym olejem cieszgcym si¢ popularnoscig w ostatnich czasach jest olej konopny,
ktory od niedawna jest wykorzystywany w przemysle spozywczym, farmaceutycznym
oraz kosmetycznym. Za korzystne dziatanie na organizm odpowiada optymalny stosu-
nek kwasow thuszczowych n-6 do n-3 (3:1) [27].

Olej z nasion konopi wykazuje wtasciwosci prozdrowotne ze wzgledu na wysoka
zawarto$¢ niezbednych nienasyconych kwasow thuszczowych. W okoto 80 % sktada
si¢ z wielonienasyconych kwasoéw thuszczowych (PUFA) [24], w tym m.in. LA i ALA.
Stosunek LA:ALA wynosi ok. 3:1, jak rekomenduje si¢ w zdrowej diecie. W 2012
roku Porto i in. opisali sktad kwasow tluszczowych oleju konopnego ekstrahowanego
CO, w stanie nadkrytycznym [33]. Tak otrzymany olej charakteryzuje si¢ wyzszg za-
warto$cig PUFA: LA (59,23 + 59,77 %), ALA (17,95 + 18,20 %) oraz stopieniem nie-
nasycenia az do 92 %.

W celu weryfikacji profilu kwaséw ttuszczowych oraz wptywu pozostatych czyn-
nikow wplywajacych na jako$¢ oleju wykorzystano szybka metode analizy jako$cio-
wej, jaka jest '"H NMR [41]. Zastosowano rowniez technike 'H NMR do badania jako-
$ci oleju konopnego od razu po otwarciu opakowania oraz trzydziesci dni po otwarciu
przechowywanych w dwoch przedziatach temperaturowych: 2 +8°C i 30+ 2 °C.
Pierwsze widma roznity si¢ miedzy sobg, co mogto by¢ spowodowane innym zastoso-
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waniem olejow i roznym pochodzeniem wykorzystanych surowcow. Réznice wystapi-
ty réwniez w intensywnosci sygnatow dla tych samych probek po okresie trzydziestu
dni. Istotne byly warunki przechowywania oleju przez wysoka zawarto$¢ nienasyco-
nych kwasow ttuszczowych, ktore powinny by¢ kontrolowane.

Technika *H NMR umozliwia rowniez stwierdzenie obecno$ci, a nawet oznacze-
nie ilosci kannabinoidow obecnych w oleju. Moze by¢ stosowana w analizie oleju
wzbogacanego w knnabidiol, zyskujacego coraz wigksza popularno$¢ wsrod konsu-
mentow. Widmo oleju konopnego z widocznymi sygnatami pochodzacymi od kanna-
bidiolu przedstawiono na Ryc. 5.

O L ——

Ryc.5. Widmo *H NMR (CDCls) oleju konopnego wzbogacanego w CBD (kannabidiol); sygnaty po-
chodzace od CBD zaznaczono.

Fi. 5. 'H NMR spectrum (CDCIs) of CBD (cannabidiol) enriched hemp-seed oil; resonances from
CBD are marked.

Zainteresowanie badaniem i potwierdzeniem sktadu obecnych na rynku olejow
caly czas rosnie, a wykorzystywanie olejow roslinnych w kosmetykach stato si¢ atrak-
cyjna cechg produktu. Konsumenci ch¢tniej wybieraja produkty pochodzenia natural-
nego, zwlaszcza nowe tropikalne odmiany ro$lin. Producenci, chcgc zwigkszy¢ swoje
zyski, czesto korzystaja z nielegalnych modyfikacji sktadu produktu lub rezygnuja
Z kontroli warunkéw ich przechowywania.

Ocena jakosci olejow w kosmetyce

Od setek lat oleje roslinne sg dos¢ powszechnie stosowane w kosmetyce. Dobrym
przyktadem takiego oleju jest olej arganowy otrzymywany z nasion drzewa arganii
zelaznej (Argania spinoza) [16]. Drzewo arganowe nalezy do endemitow i ros$nie wy-
lacznie w poludniowo-zachodniej czgsci Maroka, dlatego jest tez tak cennym surow-
cem do pozyskiwania oleju, ktéry narazony jest na fatlszowanie sktadu w celach zarob-
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kowych. To niezwykle odporne drzewo bylo rowniez uprawiane doswiadczalnie
W gorzystych regionach Izraela. Ro$lina ta, ze wzgledu na olej, znalazta zastosowanie
w afrykanskiej medycynie ludowe;.

Tradycyjnie olej byl pozyskiwany przez berberyjskie kobiety poprzez prazenie
nasion na wolnym ogniu. Nast¢pnie byly wyrabiane w kamiennym mtynie z ciepta
wodg i rozdzielany z frakcji ptynnej na drodze dekantacji. Obecnie na skalg produk-
cyjng wykorzystuje si¢ metode tloczenia nasion na zimno. Charakteryzuje go sktad
bogaty w substancje aktywne takie jak: nienasycone kwasy tluszczowe typu n-9 i n-6
(w tym kwas oleinowy w ilosci ok. 50%), tokoferole (glownie y-tokoferol) czy polife-
nole (kwas ferulowy). Olej arganowy zawiera takze skwalen (weglowodor wykazujacy
podobienstwo do karotendéw i koenzymu Q10) [29]. Sktadniki te odpowiadajg za na-
wilzenie, ochron¢ bton komoérkowych przed utlenianiem lipidéw i dziataniem reaktyw-
nych form tlenu.

Olej arganowy jest szeroko stosowany w przemysle kosmetycznym i dlatego nie-
ustannie ro$nie popyt na jego produkcje, co moze prowadzi¢ do zafalszowan sktadu
oleju w celach ekonomicznych [19]. Obok badan sktadu i autentyczno$ci celem pro-
wadzonych badan jest takze okreslenie stabilnosci oksydacyjnej olejkow arganowych
za pomocg pomiardw nadtlenkow i wodoronadtlenkéw sprzgzonych diendéw jako
wskaznikow analitycznych, zarowno olejow arganowych spozywczych, jak i kosme-
tycznych. Ich stabilno$¢ oksydacyjng okreslono rowniez przez monitorowanie wzgled-
nych zmian ich profili kwaséw tluszczowych za pomoca *H NMR [23]. Wykazano, ze
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Ryc. 6.  Widmo *H NMR oleju arganowego w CDCls.
Fig. 6. 'H NMR spectrum of argan oil in CDCls.
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produkty kosmetyczne i spozywcze maja podobny profil i zawarto$¢ przeciwutleniaczy
fenolowych, witamin i skwalenu. Niemniej jednak wskazano, ze stosunek alifatycz-
nych do bisallilowych grup CH, kwasow ttuszczowych jest znacznie wyzszy w olejach
arganowych niz w innych olejach roslinnych (Ryc. 6), co prawdopodobnie ma zwigzek
z ich wyzsza stabilno$cig termiczng. Wzgledne ilosci alifatycznych grup CH, w sto-
sunku do bisallilowych, okreslone przez *H NMR dla czterech réznych olejow roslin-
nych i arganowego [23] wynosza: 33,6 % dla oleju rzepakowego, 12,5 % dla sojowe-
go, 23,2 % dla stonecznikowego [31] i 37,3 % dla arganowego.

Typowy olej arganowy, sktada si¢ gtdéwnie z mieszanych estrow triacylogliceroli
(TAG) jednonienasyconych (MUFA), wielonienasyconych (PUFA) i nasyconych kwa-
sow thuszczowych (SFA). Olej zawiera tez w mniejszej ilosci sktadniki takie, jak wolne
kwasy thuszczowe, polifenole, tokoferole, sterole, skwalen i alkohole triterpenowe. Do
badania skladu oleju arganowego stosowano rozne techniki analityczne (HPLC,
LC-MC oraz spektroskopic NMR). Nadal istnieje zapotrzebowanie na proste, solidne
i tanie metody analityczne, ktorymi mogliby$my sprawdzi¢ i zapewni¢ jakos$¢ produktu
oraz wykry¢ zafalszowania na poziomach istotnych z handlowego punktu widzenia.
Analizujac widma *H NMR autentycznych czterdziestu siedmiu olejow arganowych,
trzydziestu szesciu mieszanek oleju arganowego i oleju slonecznikowego (zmiesza-
nych w réznych proporcjach wagowych) oraz dwudziestu o$miu olejéw arganowych
z deklarowanym przez producenta czystym sktadem wykazano, ze w przypadku widm
autentycznego oleju arganowego wystepuja wysokie zawartos$ci jednonienasyconych
kwasow tluszczowych (glownie oleju oleinowego). Na tej podstawie okreslono profile
jednonienasyconych (MUFA), wielonienasyconych (PUFA) i nasyconych kwasow
tluszczowych (SFA) obecnych w tym oleju [19]. Najbardziej stabilne sg kwasy ttusz-
czowe nasycone i jednonienasycone, a najmniej — wielonienasycone. Do tluszczow
jednonienasyconych zaliczamy takie jak m.in.: kwas oleinowy, kwas palmitynoolei-
nowy, kwas erukowy. Natomiast do zbioru zwigzkéw okreslanych jako PUFA (kwa-
s6w wielonienasyconych) zaliczamy min: LA, ALA, GLA, EPA (kwas eikozapentae-
nowy), DHA (kwas dokozaheksaenowy). Trzy badane oleje wykazaly wyzsze warto$ci
nasyconych kwasow ttuszczowych przy zachowaniu odpowiedniego stosunku jedno-
nienasyconych do wielonienasyconych kwaséw tluszczowych charakterystycznego dla
oleju arganowego. Ponadto widma przedstawiaty niezidentyfikowane sygnaty, ktore
sugeruja obecnos¢ dodatkowych substancji. Ostateczne wyniki tego badania potwier-
dzity autentyczno$¢ sktadu dla dwudziestu czterech olejow, a cztery z nich uznano za
zafalszowane innymi olejami ro$linnymi ze wzgledu na wysokie zawartosci ALA,
ktory naturalnie w oleju arganowym wystepuje w ilosciach sladowych.
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Podsumowanie

O jakosci 1 pochodzeniu oleju roslinnego decydujagcym glownym parametrem jest
sktad kwasow tluszczowych. Szablonowa metoda analitycznga wykorzystywana w celu
okreslenia sktadu kwasoéw thuszczowych jest chromatografia gazowa (GC). Jednakze
W ciggu ostatnich 20 lat wykazano, iz metoda magnetycznego rezonansu jadrowego,
a w szczegolnosci 'H NMR uzyskata znaczenie rowniez w tych badaniach. Oleje moz-
na bada¢ zarowno jako$ciowo, jak i ilosSciowo, biorac pod uwage zarowno profil kwa-
sow tluszczowych, jak i poziom sktadnikéw drugorzednych. W potaczeniu z metodami
statystycznymi i chemometrycznymi analiza widm *H NMR pozwala na uzyskanie
wielu cennych informacji o badanym oleju pod katem jego sktadu, jakosci, obecnosci
zanieczyszczen czy pochodzenia. W pracy przedstawiono przeglad publikacji poswie-
conych zastosowaniu metody ‘H NMR w profilowaniu kwaséw thuszczowych w wy-
branych olejach roslinnych. Znajomo$¢ profilu substancji aktywnych w danym pro-
dukcie to klucz do klasyfikowania i oceny jego jako$ci. Zastosowanie magnetycznego
rezonansu jagdrowego w analizie produktow spozywczych jest poteznym narzedziem do
wykrywania zafalszowan. Doskonale nadaje si¢ do analiz tego typu produktow ze
wzgledu na duza przepustowos¢ probek, mozliwos¢ rozrézniania na podstawie roznic
strukturalnych metabolitow o podobnych masach oraz mozliwo$¢ badania probek za-
réwno w stanie natywnym, jak i przy niewielkim ich przygotowaniu.
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'H NMR AS A TOOL FOR VEGETABLE OIL QUALITY ASSESSMENT
Summary

Background. Vegetable oils play an important role in the food, pharmaceutical and cosmetic indus-
tries. They are not only a source of nutrients, but also a carrier of bioactive substances as an ingredient of
creams or emulsions. Some oils, like extra virgin olive oil or argan oil, due to high consumer demand and
high prices, may be subject to adulteration by using cheaper and easily accessible oils. Hence, the need to
develop new research methods enabling the quick identification of such adulterations, but also enabling
the assessment of oil quality, e.g. in variable storage conditions. Typically, gas chromatography (GC) is
used to assess the profile of fatty acids. Oil parameters such as acid number, peroxide value and iodine
number are also assessed to determine oil quality. Nevertheless, instead of performing all the above-
mentioned tests, these parameters can also be determined directly from *H NMR spectra. Hence, there is
great potential for using this method in quick screening of oil quality. The *H NMR technique has been
growing in importance in recent years in researching the quality and composition of food, including vege-
table oils. Multidimensional NMR techniques and analysis of other nuclei (**C NMR) are also used in the
study of oils. The aim of this work is to present the applications of the most commonly used *H NMR
technique.

Results and Conclusions. The article contains examples of the application of this method in testing
the composition, quality and authenticity of olive oil, hemp oil and argan oil as oils used (both in the food,
medical or cosmetic context) and becoming more and more popular among consumers.

Key words: *H NMR, vegetable oils, olive oil, hemp oil, argan oil



