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Streszczenie

Poréwnano spektrofotometryczne metody oznaczania barwy olejow ze szczegolnym
uwzglednieniem ilosciowego oznaczenia zawartosci barwnikéw chlorofilowych  (jako
feofityny a). W tym celu przygotowano wzorce feofityny a w dichlorometanie oraz
w rafinowanym oleju rzepakowym. Barwe olejow oznaczano metoda spektrofotometryczng
w zakresie $wiatla widzialnego oraz za pomoca tintometru Lovibond. Dla kazdego standardu
obliczano poprawiong absorbancj¢ i wspotczynnik absorbancji wg metody AOCS Official
Method Cc 13d — 55: 1997. Na podstawie zaleznosci absorbancji od stezenia feofityny a
[ppm] wykreslano proste kalibracyjne i okreslano liniowos¢. W przypadku wzorcow feofityny
a w oleju, oznaczano takze wartosci absorbancji dla barwnikéw chlorofilowych
I karotenoidowych oraz wartosci barwy ogolnej wg normy PN — A — 86934: 1995, jak réwniez
zawartosc S — karotenu [BS 684: Roz. 2.20: 1977].

Wartos¢ srednia wspotczynnika absorbancji, wyznaczona wg AOCS Official Method
Cc 13d — 55: 1997 dla roztworow wzorcowych feofityny a w dichlorometanie wynosi
0,04767 i jest zblizona do wartosci literaturowej (0,04074) wg BFM Os - 8. W przypadku
standardow olejowych, wartos¢ srednia wspotczynnika absorbancji jest zdecydowanie wyzsza
(0,06949). Wyznaczone réwnanie prostej wzorcowej y = 0,035x + 0,003 stwarza mozliwos¢
ilosciowego okreslenia zawartosci [ppm] feofityny a w olejach badanych wg normy PN — A —
86934: 1995.

Stowa kluczowe: barwa, feofityna a, spektrofotometr, Lovibond, olej, chlorofil
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COMPARISON BETWEEN SPECTROPHOTOMETRIC METHODS OF
DETERMINATION OF VEGETABLE OIL COLOUR

Summary

Compared the spectrophotometric method for the determination of colour oils, with
particular emphasis on the quantitative determination of chlorophyll pigments (as pheophytin
a). To this end, patterns of pheophytin a prepared in methylene chloride and in fully refined
rapeseed oil. The colour of the oils were determined by spectrophotometry in the visible light
range, and by use of the Lovibond tintometer. The corrected absorbance and absorptivity
coefficient were calculated for each standards by AOCS Official Method Cc 13d — 55: 1997.
Based on the dependence of absorbance on the concentration of pheophytin a [ppm] plotted
calibration curves and linearity were determined. In the case of pheophytin a prepared in oil,
determined the absorbance values for chlorophyll and carotenoid pigments and the general
colour values according to the standard PN — A — 86934: 1995 , as well as the § — carotene
content [BS 684: Roz. 2.20: 1977].

The average value of absorptivity coefficient, determined by AOCS Official Method Cc
13d — 55: 1997 for pheophytin a standards, prepared in methylene chloride is totaled 0,04767,
and it is similar to the literature value (0,04074) by BFM Os - 8. In the case of oils standard,
the average value of absorptivity coefficient is much higher (0,06949). Designated calibration
curve equation y = 0,035x + 0,003 makes it possible to quantify the content [ppm]
of pheophytin a in the tested oils according to PN — A—86934: 1995.

Key words: colour, pheophytin a, spectrophotometer, Lovibond, oil, chlorophyll

WSTEP

Wigkszos¢ surowych olejow roslinnych charakteryzuje specyficzna barwa. Z reguty
posiadaja one odcien pomaranczowy na skutek obecnosci rozpuszczonych karotenoidow.
Czasami wykazuja odcien brazowy, co zazwyczaj jest spowodowane utlenieniem. Niektore
tluszcze, zwiaszcza olej oliwkowy, oraz w mniejszym stopniu oleje sojowe i rzepakowe, maja
zielonkawe zabarwienie pochodzace od chlorofili i zwigzkow pokrewnych. Z wyjatkiem oleju
oliwkowego zabarwienie to nie jest pozadane [Drozdowski 2000]. Poziom barwnikow
w surowych olejach roslinnych rozni sie bardzo w stopniu zaleznym od warunkow
pogodowych w czasie wzrostu i zbiorow oraz gatunku surowca olejarskiego, jak réowniez
technologii wydobywania oleju. Zainteresowanie barwnikami olejow wynika z ich funkcji

zywieniowej oraz technologicznej, w ktorej najwieksze znaczenie ma aktywnosé¢ pro- lub
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antyoksydacyjna [Rotkiewicz, Konopka i Tanska 2002]. Chlorofil i jego pochodne sa szeroko
znanymi prooksydantami, obnizajacymi tlenowa stabilnos¢ olejow w obecnosci $Swiatta.
Dlatego istnieje koniecznos¢ redukcji ich koncentracji w oleju do poziomu ponizej 0,2 ppm
[Prior, Bogdanor i Welsh 1987]. Dotyczy to przede wszystkim surowego oleju rzepakowego,
ktory zawiera przecigtnie 5 — 25 ppm barwnikéw chlorofilowych, a stanowig je dwie gtowne
formy: chlorofil a i chlorofil b [Koseoglu i Lusas 1990]. W wyzszych temperaturach, przede
wszystkim w $rodowisku kwasnym, ulegaja one stosunkowo tatwo feofitynizacji, podczas
ktorej magnez w strukturze chlorofili zostaje zastapiony wodorem. Powstate zwigzki zwane
sa odpowiednio feofitynami a i b [Drozdowski 2000]. Z ich obecnoscia zwigzana jest
niekorzystna zmiana barwy olejow [Wilska — Jeszka 2000].

Do barwnikow, ktore uznawane sg za zwiazKi najbardziej skuteczne w hamowaniu
utleniania fotosensybilizowanego nalezg karotenoidy. Chemiczne oddziatywanie tych
barwnikow z tlenem singletowym prowadzi do ich degradacji, w wyniku czego ulegaja
odbarwieniu [Goldman, Horev i Saguy 1983]. Surowy olej rzepakowy zawiera przecigtnie
126 — 216 ppm karotenoidow [Prior, Vadke i Sosulski 1991]. Pomimo, iz obecnos¢ tych
barwnikow w olejach jest wysoce przydatna, nie tylko z powodu ich dziatania
przeciwutleniajgcego, ale i prowitaminowego, s3 one usuwane w procesach rafinacyjnych
wraz z barwnikami chlorofilowymi, a ponadto w procesie odwaniania ulegajg rozkiadowi
termicznemu i oddestylowaniu z parag wodna [Niewiadomski 1983].

Pomiar barwy stanowi istotny wskaznik kontroli jakosci olejow surowych
I przetworzonych, w tym poddanych zabiegom rafinacyjnym. Bardzo przydatne do badania
roznic intensywnosci zabarwienia olejow sa instrumentalne metody spektrofotometryczne.
Sa one waznym badaniem kontrolno — pomiarowym, umozliwiajg uchwycenie tych zjawisk
W sposob powtarzalny i precyzyjny.

Powszechnie na $wiecie stosowang metoda analizy barwy jest pomiar
spektrofotometryczny z wykorzystaniem tintometru Lovibond. Nazwa aparatu pochodzi od
nazwiska wynalazcy. Zasada dziatania tych kolorymetrow polega na pomiarze przez detektor
absorbancji trzech wiazek swiatta wychodzacych z tego samego zrodia i przechodzacych
przez kuwete 0 znanej dtugosci drogi optycznej wypetnionej ciektym ttuszczem lub olejem.
Wyniki pomiaru przeliczane sa na jednostki Lovibonda (R, Y, B, N) [Rossel 1986].
Produkowane w ostatnich latach spektrofotometry Lovibond umozliwiaja takze ilosciowy
pomiar chlorofilu a i b [AOCS Cc 13 — 55: 1997] oraz S — karotenu [BS 648 Section 2.20:

1997], jak rowniez pomiar barwy w wielu innych skalach barw, akceptowanych na $wiecie.
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MATERIAL | METODY BADAN

Jako material badawczy postuzyt wzorzec chlorofilu a firmy BioChemika. W wyniku
przeksztalcenia 1 mg tego standardu, wg procedury analitycznej BFM Os — 8, otrzymano 100
ml roztworu feofityny a w dichlorometanie o stezeniu 10000 ppb (10 ppm). Stanowit
on roztwor wyjsciowy do przygotowania wzorcow o okreslonym stezeniu feofityny a
w dichlorometanie i w oleju. Na podstawie otrzymanych wzorcéw, poréwnywano
spektrofotometryczne metody oznaczania barwy w olejach ze szczegolnym uwzglgdnieniem
barwnikow chlorofilowych (jako feofityny a).

Barwe 0golng (okreslenie wg Jerzewskiej 1995) wzorcéw olejowych mierzono (przy
diugosciach fal 442 nm dla barwnikéw karotenoidowych i 668 nm dla barwnikow
chlorofilowych) wg normy PN - A — 86934: 1995 za pomoca spektrofotometru Hitachi.
W celach porownawczych badano barweg wzorcow w dichlorometanie i w nosnikach
olejowych za pomocag tintometru Lovibond PFX 990 wg PN ISO 15305: 2001
w miedzynarodowej skali Lovibonda (red, yellow, blue, neutral), Lovibond AF 960 (red,
yellow), skali jodowej [DIN 6162:1981], jak réwniez zawartos¢ chlorofilu a i b [AOCS Cc
13d — 55: 1997]. llosciowego oznaczenia S — karotenu dokonywano tylko we wzorcach
olejowych [BS 684: Roz. 2.20: 1977].

Metoda spektrofotometryczng w zakresie $wiatla widzialnego przy uzyciu
spektrofotometru Hitachi oznaczano zawartos¢ barwnikow chlorofilowych wg AOCS Official
Method Cc 13d — 55: 1997 dla wzorcow w dichlorometanie i w oleju rzepakowym. W tym
celu wyznaczono proste wzorcowe, na podstawie zaleznosci absorbancji od stezenia
feofityny a [ppm], z rownaniami. Dla kazdego standardu obliczono poprawiong absorbancje

korzystajac z rownania:

Poprawiona absorbancia=8 — (A + ) /2 [1]
gdzie:
A — wartos¢ odczytu w 630 nm,
B — wartos¢ odczytu w 670 nm,
C — wartos¢ odczytu w 710 nm.
Dodatkowo obliczano wspoétczynnik absorbancji wg wzoru:

Poprawiona absorbancjia x 1000
Wspéiczynnik absorbancji = [2]
Stezenie analitu [ppb] x diugosé kuwety [cm]
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WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki instrumentalnej oceny barwy standardow feofityny a w dichlorometanie
i woleju rzepakowym, wykonanej metoda AOCS Official Method Cc 13d — 55: 1997 za
pomoca spektrofotometru Hitachi, wykazaty, ze wartos¢ srednia wspoiczynnika absorbancji
dla roztworow wzorcowych w dichlorometanie jest zblizona do wartosci literaturowej
(0,04074) wg BFM Os - 8 i wynosi 0,04767. W przypadku nosnikow olejowych, wartosé¢
srednia wspotczynnika absorbancji jest zdecydowanie wyzsza, gdyz wynosi 0,06949.
Na podstawie wyznaczonych wartosci poprawionej absorbancji i wspoiczynnika absorbancji

istnieje mozliwos¢ obliczenia zawartosci [ppm] feofityny a, stosujac nastepujace wzory:

Poprawiona absorbancja x 1000
Feofityny [ppb] = [3]
L x wspofczynnik rozciericzenia x wspéfczynnik absorbancji

gdzie:
L — dlugos¢ kuwety [cm]

[4]

moleju

wspotczynnik rozcierczenia =
moleju + mrozp.

gdzie:
m — masa [g]
wspotczynnik absorbancji - wartos¢ literaturowa (0,04074) wg BFM Os — 8
- wartosc srednia dla wzorcow feofityny a w CH,Cl, (0,04767)
- wartos¢ srednia dla wzorcow feofityny a w oleju (0,06949)
Proste regresji przedstawiajace zaleznos¢ absorbancji od stezenia feofityny a przedstawia

Rysunek 1.
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b)
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Rysunek 1. Proste regresji przedstawiajgce zaleznos¢ absorbancji od st¢zenia feofityny a
[ppm] / Simple regression of the dependence of absorbance on the concentration of
pheophytin a [ppm].

a) w dichlorometanie / in methylene chloride

b) w rafinowanym oleju rzepakowym wg AOCS Official Method Cc 13d — 55:
1997/ in fully refined rapeseed oil by AOCS Official Method Cc 13d — 55: 1997

c) w rafinowanym oleju rzepakowym wg normy PN — A — 86934: 1995 / in fully
refined rapeseed oil by PN — A —86934: 1995.

Rownania prostych najlepiej pasujacych do pomiarow, wyznaczone metoda
najmniejszych kwadratow, maja nastgpujaca postac:
a) w roztworach dichlorometanu: f(x) = 0,048x + 0,003; R* = 0,998
b) w nosniku olejowym: f(x) = 0,066x + 0,003; R* = 0,999
c) w nosniku olejowym wg PN — A — 86934: 1995: f(x) = 0,035x + 0,003; R? = 0,995
Porownanie spektrofotometrycznych metod oznaczania barwy olejéow roslinnych ze

szczegdlnym uwzglednieniem barwnikow chlorofilowych zestawiono w Tabeli 1.
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Stezenie feofityny

spektrofotometr Hitachi / Spectrophotometer Hitachi

AOCS Official Method Cc 13d — 55; 1997

Norma PN-A-86934: 1995

tintometr Lovibond
PFX 990

a [ppm] Poprawiona | wspotczynnik absorbancji Réwnanie prostej Absorbancja | Rownanie prostej
absorbancja |  Apsorptivity coefficient Calibration curve equation Absorbance | Calibration curve
Concentration of 0,04074% | 0,04767°| 0,0694° | f(x)=0,047x+0,003"|f(x)=0,066x+0,003° f(x)=0,035x+0,003°
pheophytin a Koncentracja feofityny a [ppm] Koncentracja feofityny a [ppm]
Concentration of pheophytin a [ppm] Concentration of pheophytin a [ppm]
Rafinowany olej 0,002 0,049 | 0,042 | 0,029 -0,021 -0,015 0,003 0,000 0,023
rzepakowy Fully
refined rapeseed
oil 0,002 0,049 | 0,042 | 0,029 -0,021 -0,015 0,003 -0,000 0,027
4 0,2670 6,554 | 5,601 | 3,847 5,617 4,000 0,153 4,286 2,502
0,2725 6,689 | 5,716 | 3,926 5,734 4,083 0,137 3,829 2,509
5 0,1315 3,228 | 2,758 | 1,895 2,734 1,947 0,066 1,800 1,236
0,1330 3,265 | 2,790 | 1,916 2,766 1,970 0,071 1,943 1,235
15 0,1070 2,626 2,245 | 1,542 2,213 1,576 0,063 1,714 1,013
’ 0,1095 2,688 2,297 | 1,578 2,266 1,614 0,061 1,657 1,017
19 0,0795 1,951 | 1,668 | 1,145 1,628 1,159 0,039 1,023 0,770
’ 0,0845 2,074 | 1,773 | 1,218 1,734 1,235 0,050 1,343 0,770
0.8 0,0550 1,350 | 1,154 | 0,792 1,106 0,788 0,032 0,829 0,520
’ 0,0575 1,411 | 1,206 | 0,828 1,160 0,826 0,031 0,800 0,522
0.2 0,0185 0,454 | 0,388 | 0,267 0,330 0,235 0,015 0,343 0,180
’ 0,0195 0,479 | 0,409 | 0,281 0,351 0,250 0,011 0,229 0,186
0,0040 0,098 | 0,084 | 0,058 0,021 0,015 0,003 0,000 0,036
0.05 0,0035 0,086 | 0,073 | 0,050 0,011 0,008 0,007 0,114 0,037
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Tabela 1. Porownanie spektrofotometrycznych metod oznaczania barwy olejow
roslinnych / Comparising spectrophotometric methods determine of vegetable oil
colour. Seria 2 / Series 2.

# wartosé literaturowa wg BFM Os - 8 / literature value by BFM Os — 8; ® dla wzorcow feofityny a
w dichlorometanie / for patterns of pheophytin a in methylene chloride; ¢ dla wzorcow feofityny a
w oleju rzepakowym / for patterns of pheophytin a in fully refined rapeseed oil

PODSUMOWANIE

. Wyniki instrumentalnej oceny barwy standardow feofityny a w dichlorometanie i w oleju
rzepakowym, wykonanej metoda AOCS Official Method Cc 13d — 55: 1997 za pomoca
spektrofotometru Hitachi, wykazatly, ze wartos¢ srednia wspotczynnika absorbancji dla
roztworow wzorcowych w dichlorometanie jest zblizona do wartosci literaturowej
(0,04074) wg BFM Os - 8 i wynosi 0,04767. W przypadku nosnikow olejowych, wartosé
srednia wspotczynnika absorbancji jest zdecydowanie wyzsza, gdyz wynosi 0,06949.

. Wyznaczone rownanie prostej wzorcowej f(x) = 0,035x + 0,003, na podstawie zaleznosci
absorbancji od stezenia feofityny a w oleju rzepakowym, stwarza mozliwos¢ ilosciowego
okreslania zawartosci [ppm] feofityny a w olejach badanych wg normy PN — A — 86934
1995.

Na podstawie porownania zestawionego w Tabeli 1 mozemy stwierdzi¢, iz najbardziej
zblizone wyniki do wartosci oczekiwanej uzyskujemy korzystajac z prostych regresji,
wyznaczonych dla wzorcow feofityny a przygotowanych w rafinowanym oleju
rzepakowym.

Zawartos$¢ barwnikow chlorofilowych we wzorcach, oznaczona za pomocg tintometru
Lovibond PFX 990 wg normy PN 1SO 15305: 2001, jest nizsza od spodziewanej wartosci.
Szczegolnie duze roznice sg widoczne przy wiekszych stezeniach barwnikow.

. Barwa, oznaczona wg skali jodowej nie zmienia si¢, podobnie jak zawartos¢ chlorofilu b
(0,000 ppm) dla wszystkich wzorcow o stgzeniu feofityny a powyzej 0,05 ppm. Tym
samym staje si¢ ona bezuzyteczna podczas Szacowania roznic intensywnosci barwy
olejow o statej zawartosci barwnikoéw karotenoidowych, a zmieniajgcej Sie zawartosci

barwnikow chlorofilowych.

. Ze wzrostem zawartosci barwnikow chlorofilowych w nosnikach olejowych wzrasta
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o ~ W n

10.

11.

12.

13.

14.

15.

istotnie wartos¢ barwy ogolnej (z wartosci ok. 6 dla rafinowanego oleju rzepakowego do
ok. 154 dla oleju zawierajacego 4 ppm feofityny a), pomimo statej zawartosci barwnikow

karotenoidowych.
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