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STRESZCZENIE

Celem prezentowanych badan byto okreslenie mozliwosci zastosowania synchronicznej fluorescencji do
odroézniania prébek ziarna pszenicy oraz nasion rzepaku réznigcych sie jakoscig. Ocenie poddano probki
ziarna/nasion ,,zdrowych” oraz eksperymentalnie uszkodzonych termicznie (przesuszenie) i hydrolitycz-
no-mikrobiologicznie (przechowywanie w warunkach podwyzszonej wilgotnosci). Jakos¢ kontrolnych
prébek ziarna pszenicy i nasion rzepaku oceniono za pomocg standardowych wyréznikéw technolo-
gicznych oraz za pomoca analizy zawartosci wybranych zwigzkéw bioaktywnych (kwasy fenolowe, toko-
chromanole, chlorofile). Wszystkie prébki poddano analizie spektralnej wykorzystujac rejestracje syn-
chroniczng widm fluorescencji. Zastosowanie analizy sktadowych gtéwnych (PCA) pozwolito na wskaza-
nie gtéwnych obszaréw spektralnych wskazujgcych na rézne typy (jakos¢) analizowanych prébek. Zasto-
sowane warianty uszkodzenia ziaren/nasion bardziej wptynety na prébki nasion rzepaku.
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Application of synchronous scanning fluorescence spectroscopy
to analysis quality of wheat grain and rapeseed samples

Keywords: wheat, rapeseed, synchronous scanning fluorescence spectroscopy,
principal component analysis

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the possibility of using synchronous fluorescence to distinguish
the wheat grain and rapeseed samples of different quality. We compared “healthy” grain/seed samples
and experimentally damaged by heat (drying) and moisture-microbial deteriorated by storing at high
moisture content. Quality of control samples was evaluated using standard methods according to Pol-
ish Standards. Additionally some selected bioactive compounds (phenolic acids, tocochromanols and
chlorophylls) were also analyzed. All samples were subjected to spectral analyses using synchronous
fluorescence spectroscopy. Application of principal component analysis (PCA) allowed us to identify the
main areas indicating different spectral types (quality) of the analyzed samples. Utilized variants of the

grains/seeds deterioration affected more significantly the rapeseed samples quality.

1. WSTEP

Poszukiwanie szybkich i czutych metod oceny ja-
kosSci surowcow i gotowej zywnosci jest jednym
z podstawowych kierunkéw rozwoju analityki
zwigzanej z oceng i bezpieczeAstwem zywnosci.
Ze wzgledéw praktycznych i z punktu widzenia
ochrony Srodowiska powinny to by¢ metody nie-
niszczace oraz niewykorzystujgce odczynnikdéw
chemicznych [1]. Do takich metod mozna zaliczy¢
np. techniki spektroskopowe, analizujgce obra-
zy w zakresie Swiatta widzialnego, w podczerwie-
ni, czy tez wykorzystujgce zjawisko fluorescencji.
W praktyce coraz czesciej techniki te opierajg sie
na analizie bardzo ztozonych tréjwymiarowych
macierzy danych wejsciowych ,data cubes”, po-
zyskiwanych w procesach zwanych obrazowa-
niem hyperspektralnym i skanowaniem synchro-
nicznym [2, 3].

Podczas badania fluorescencji prébek surow-
cdw/zywnosci analizuje sie odpowiedz obecnych
w nich fluoroforéw, do ktérych nalezg, m.in.:
tryptofan, kwasy fenolowe, witamina A, rybofla-
wina, zwigzki Maillarda i chlorofile [4]. Zaletg flu-
orescencji w porownaniu do innych technik spek-
trofotometrycznych jest przede wszystkim jej wy-
soka czutosc i szybkos¢ pomiaru [2]. Wazna jest
réwniez mozliwos¢ tworzenia wielowymiarowych
baz informacji o probkach podczas skanowania
synchronicznego, ktérych analiza pozwala na kla-
syfikacje lub skuteczne réznicowanie/odrdznianie
obiektédw [4]. Fluorescencje synchroniczng wy-
korzystano, m.in.: do klasyfikacji réznych typéw
maki [5], okreslenia odmiany, typu i rocznika win

[1, 6] oraz badan rodzaju i jakosci oleju [7-9]. Ze
wzgledu na ogromng ilo$¢ zbieranych informaciji
podczas skanowania synchronicznego przy anali-
zie wynikéw konieczna jest ich odpowiednia ob-
robka matematyczna. Do tego celu wykorzystuje
sie coraz czesciej narzedzia chemometrii, np. ana-
lize sktadowych gtownych (PCA), ktérej zastoso-
wanie pozwala na znaczaca redukcje liczby anali-
zowanych zmiennych [10].

Celem prezentowanych badan byto okreslenie
mozliwosci zastosowania fluorescencyjnej spek-
troskopii synchronicznej do odrdznienia prébek
ziarna pszenicy oraz nasion rzepaku o réznej jako-
Sci. Zrdznicowanie jakosci polegato na wyrdznie-
niu z kazdego gatunku prébek: 1) kontrolnych, 2)
uszkodzonych termicznie i 3) uszkodzonych przez
przechowywanie przy podwyzszonej wilgotnosci.
Jako wariant 4 przyjeto prébki z opisu 3, ktore do-
datkowo odttuszczono eterem naftowym.

2. CZESC DOSWIADCZALNA

2.1 Materiat badawczy

Wyjsciowy materiat badawczy stanowity ziar-
na pszenicy odmiany Muszelka (wilgotno$¢ 12%)
oraz nasiona rzepaku odmiany Nelson (wilgot-
nos¢ 6%). Wstepne testy technologiczne (dane
nie zamieszczone) wskazaty na zgodnosé jakosci
probek z wymaganiami polskich norm [11, 12], co
wskazuje na ich przydatnos$¢ do celéw konsump-
cyjnych. W materiale wyjsciowym okreslono po-
nadto zawarto$é kwaséw fenolowych [13] i toko-
feroli [14], a w nasionach rzepaku rdwniez chloro-
fili [15]. Dane te zamieszczono w Tabeli 1 i na Ry-

356

ABID 4/2013



sunku 1. Gtéwny etap badan rozpoczeto od przy-
gotowania 4 rodzajow probek:

1) prébki kontrolne — ziarno (1) i nasiona (5) nie
poddane dodatkowej obrdbce,

2) probki uszkodzone termicznie — ziarno (2) i na-
siona (6) ogrzewane w temperaturze 130°C przez
1h,

3) probki uszkodzone przez przechowywanie
w stanie wilgotnym — ziarno (3) i nasiona (7) na-
wilzone do wilgotnosci 20% (pszenica) i 14%
(rzepak), przechowywane w temperaturze 24°C
w szczelnie zamknietych pojemnikach przez 96 h,
a nastepnie wysuszone na powietrzu w tempera-
turze pokojowej do wilgotnosci rwnowagowej,
4) ziarno (4) i nasiona (8) przygotowano tak samo
jak prébki nr 3, po czym zmielono je w mtynku
laboratoryjnym i poddano 16 h ekstrakcji ete-
rem naftowym w aparatach Soxhleta. Po ekstrak-
Cji prébki wysuszono na powietrzu w temperatu-
rze pokojowej.

Tak przygotowane prébki zmielono do postaci
maki o wielkosci czastek ponizej 200 um i dopro-
wadzono do wilgotnosci rownowagowej (20°C/
wilgotnos¢ wzgledna 65%), a nastepnie przecho-
wywano szczelnie zamkniete w temp. 6£3°C bez
dostepu Swiatta do czasu pomiaru widm fluore-
scencji.
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Rysunek 1 Wybrane fluorofory wystepujgce w badanych

prébkach ziarna pszenicy i nasion rzepaku:
kwasy fenolowe (a), tokochromanole (b)

Figure 1 Main fluorophores of the wheat and rapeseed
samples : phenolic acids (a), tokochromanols (b)

Tabela 1 Zawartos¢ zwigzkéw fenolowych, tokochromanoli i chlorofili w materiale badawczym

Table 1 The content of phenolic compounds, tocochromanols and chlorophylls in analyzed samples

Zwiazek chemiczny Ziarno pszenicy Nasiona rzepaku
ogétem 415 271
kwas sinapowy 76 9
kwas ferulowy 14 54
Zwigzki fenoloweM
protokatechowy 22 -
(mg/100 g s.m.b.)
p-OH-benzoesowy - 1
p-kumarowy - 4
wanilinowy - 1
ogbtem 35,95 4,55
a-tokoferol 14,69 1,46
a-tokotrienol - 0,63
Tokochromanole B-tokoferol - 0,57
(mg/100 g s.m.) B-tokotrienol - 1,89
y-tokoferol 15,55 -
plastochromanol-8 5,60 -
6-tokoferol 0,11 -
Chlorofile
ogodtem 0,38 -
(mg/100 g s.m.)
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2.2 Pomiary widm fluorescencji

Do pomiaréw synchronicznych widm fluorescen-
cji wykorzystano spektrofluorymetr Perkin-Elmer
LS50B. Monochromatory: wzbudzajgcy i anali-
zujgcy pracowaty przy szczelinach 4 nm (maka
pszenna) i 5 nm (maka rzepakowa). Widma re-
jestrowano w zakresie 280-580 nm (pszenica)
i 280-650 nm (rzepak) z krokowym wzrostem réz-
nicy dtugosci fali obu monochromatoréw wyno-
szagcej 5 nm w zakresie od 15 do 210 nm. Nate-
zenie fluorescencji prébek umieszczonych w jed-
nocentymetrowej kwarcowej kuwecie mierzono
wykorzystujgc wzbudzenie frontalne (front-face
excitation) z powodu nieprzezroczystosci probek.

2.3 Analiza statystyczna wynikéw

Analize statystyczng wynikdw wykonano przy uzy-
ciu programu Statistica PL v.10. Wykorzystano do
tego celu analize sktadowych gtéwnych PCA we-
dtug zalecen podanych w opracowaniach Cordel-
la [4] oraz Gramacki i Gramacki [10]. Celem zasto-
sowania PCA byto uproszczenie struktury danych
wejsciowych do wskazania gtéwnych, wzajemnie
nieskorelowanych nowych zmiennych, zwanych
sktadowymi gtownymi. W prezentowanej pracy
kolumny macierzy danych odpowiadaty DI, czyli
wzrostowi odstepu pomiedzy dtugoscia fali wzbu-
dzenia i emisji (od 15 do 210 nm, 43 kolumny —
przy badaniu prébek rzepaku i 39 kolumn — przy
badaniu prébek pszenicy), a wiersze — wzrostowi
dtugosci fali wzbudzenia (od 280 do 580/650 nm,
rejestrowanej z krokiem 0,5 nm). Macierz wyni-
kéw posiadata 272 104 dane.

Wyniki przedstawiono w postaci map konturo-
wych surowych wynikéw badan (Rys. 2), wykre-
sow liniowych tadunkéw PC1 i PC2 wzgledem AA
(Rys. 3) oraz potozenia badanych prébek na ptasz-
czyznie dwoch pierwszych sktadowych gtéwnych
dla dtugosci fali wzbudzenia 280, 290, 300, 310,
330, 350, 400, 450, 500 i 550 nm (Rys. 4).

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Rezultaty synchronicznego skanowania badanych
prébek przedstawiono na Rysunku 2 w postaci
tzw. map warstwicowo/konturowych. Tego typu
mapy jako dane wejSciowe sg wykorzystywa-
ne, m.in. do odrézniania obiektéw, monitorowa-
nia zmian ich jakosci lub wykrywania zafatszowan
[16]. Analiza map dla prébek rzepaku (Rys. 2e-h)
wskazata na ich zréznicowanie ze wzgledu na za-

stosowany wariant modyfikacji. W obrazie kon-
trolnej probki nasion rzepaku dominowata fluore-
scencja w obszarze 400-500 nm przy wzbudzeniu
280 nm, a w przypadku prébki uszkodzonej ter-
micznie zaobserwowano dodatkowo wzrost na-
tezenia fluorescencji przy wzbudzeniu w zakre-
sie 330-370 nm. Z kolei w nasionach przechowy-
wanych w stanie wilgotnym stwierdzono wzrost
natezenia fluorescencji przy wzbudzeniu w zakre-
sie 430-460 nm. Te ostatnie fluorofory miaty cha-
rakter hydrofobowy, bowiem odttuszczenie prob-
ki spowodowato zanik tego charakterystycznego
fragmentu mapy. W odrdznieniu od prébek rze-
paku mapy konturowe prébek pszenicy (Rys. 2a-
d) byty stosunkowo mato zréznicowane. Zauwa-
zono jedynie, podobnie jak w przypadku nasion
rzepaku, wzrost intensywnosci fluorescencji pré-
bek uszkodzonych termicznie przy wzbudzeniu
w zakresie 330-370 nm.

Dane literaturowe wskazujg, ze fluorescencja zia-
ren pszenicy wynika gtéwnie z obecnosci ami-
nokwasow aromatycznych — gtéwnie tryptofa-
nu (wzbudzenie ok. 280 nm/emisja ok. 335 nm),
kwaséw fenolowych (ok. 350 nm/420 nm) oraz ry-
boflawiny — witamina B2 (450 nm/520 nm) [17],
chociaz emisja przy dtugosci fali ok. 420 nm moze
pochodzi¢ rowniez od witaminy B6 lub tokochro-
manoli [18]. W tym zakresie mogg réwniez flu-
oryzowac nieutlenione, sprzezone tetraeny kwa-
sow ttuszczowych, np. kwas cis-parynarowy [19].
W dostepnej literaturze nie spotkano informacji
o wykorzystaniu do badan widma synchroniczne-
go fluorescencji nasion rzepaku. Natomiast sze-
roko badane byly tg metodg oleje roslinne, réw-
niez rzepakowe, w ktdrych sygnaty fluorescencyj-
ne pochodzity od tokoferoli, polifenoli, ryboflawi-
ny, chlorofili i produktéw utlenienia [7-9]. Stwier-
dzone w prébkach o numerach 2 i 6 (uszkodzo-
ne termicznie) obszary fluorescencji w zakresie
40-500 nm (przy wzbudzeniu 330-370 nm) moga
wskazywacé na obecnos¢ zwigzkow Maillarda [2,
4], ktére mogty powstaé¢ w temperaturze 130°C
w wyniku reakcji cukrow i aminokwasoéw [20]. Flu-
orescencja tych zwigzkow, podobnie jak w przy-
padku tryptofanu i witaminy A, jest jednak silnie
zwigzana z wptywem mikrootoczenia, zwtaszcza
pH i obecnosci soli [20]. W Srodowisku bardziej
polarnym maksimum widma emisji fluoroforéw
polarnych przesuwa sie zazwyczaj w kierunku niz-
szej energii (fale o wiekszej dtugosci) [16].
Prezentowane wyniki wskazujg na mate zréznico-
wanie map fluorescencji préb poddanych uszko-




a) Pszenica - probka 1 b) Pszenica - probka 2
195 A 195 -+
2 24
180 a 180 a
165 165
150 150
185 135
20 _ o
£ w05 E w0
= o
e » e
75 75
60 60
4s 5
30 30
15 15
80 005 321 3415 36 3RS 403 435 M4 %645 485 5055 526 5465 %7 80 005 21 ML5 IR IWS 403 4235 M4 4645 485 5055 526 5465 567
Excitation (nm) Excitation (nm)
c) Pszenica - prébka 3 d) Pszenica - probka 4
[z}
195 64 195 ::
- 24
180 24 180 -
4
165 165
150 150
135 s
2o =
£ ws £ ws
- -
L = »
75 75
60 60
45 45
30 - 30
15 15
80 005 321 315 3@ 3IWS 403 435 444 4645 485 055 5% 5465 567 280 005 321 1S IR IWS 403 435 484 445 485 0SS 526 5465 567
Excitation (nm) Excitation (nm)
e) Rzepak - probka § f) Rzepak - prébka 6
zsz = 25 =
210 . 20 aa
L 24
195 :‘ 195 a
180 | 180
1554 165
150 150
135 1 135
T 10 T mo
£ 1 E
o ¥ < 105
< 90 ] < 90
75 75
60 1 60
as as
30 ] 30
15 15
80 305 330 355 380 405 430 455 480 505 S30 555 580 605 €30 80 305 330 355 3W 405 430 455 480 S05 530 555 'S80 605 630
Excitation (nm) Excitation (nm)
g) | Rzepak - probka 7 h) Rzepak - prébka 8
25
-~ 64 64
10 aa 20 44
24 24
195 a 195 4
180 180
165 165
150 150
185 135
T 10 E 1o
E 4 g
o ws < 105
< 90 < %0
75 75
60 60
45 as
30 30
15 15

280 305 330 355 380 405 430 455 480 505 530 555 580 605 630
Excitation (nm)

80 305 330 355 380 405 430 45 480 5056 530 555 580 605 630
Excitation (nm)

Rysunek 2 Mapy konturowe fluorescencji synchronicznej badanych probek
Figure 2 Contour maps of synchronous fluorescence of the samples
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Rysunek 3 Podobienstwo badanych prébek na ptaszczyznie sktadowych gtéwnych: 280 nm (a), 290 nm (b), 300 nm (c),
310 nm (d), 330 nm (e), 350 nm (f), 400 nm (g), 450 nm (h), 500 nm (i), 550 nm (j)

Figure 3 The similarity of analyzed samples in the PCA plot: 280 nm (a), 290 nm (b), 300 nm (c),
310 nm (d), 330 nm (e), 350 nm (f), 400 nm (g), 450 nm (h), 500 nm (s), 550 nm (j)
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Rysunek 4 Liniowe tadunki dwdch pierwszych sktadowych gtéwnych: 280 nm (a), 290 nm (b), 300 nm (c), 310 nm (d),
330 nm (e), 350 nm (f), 400 nm (g), 450 nm (h), 500 nm (i), 550 nm (j)
Figure 4 Linear loadings of the PCA model: 280 nm (a), 290 nm (b), 300 nm (c), 310 nm (d),
330 nm (e), 350 nm (f), 400 nm (g), 450 nm (h), 500 nm (s), 550 nm (j)
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dzeniu pod wptywem 96-godzinnego przecho-
wywania w stanie wilgotnym, chociaz wyczu-
walna organoleptycznie byfa zmiana ich zapa-
chu i barwy. Wskazuje to na mate zmiany fluoro-
forow w probkach wskutek pobudzenia rodzime-
go i mikrobiologicznego aparatu enzymatyczne-
go. Wczedniejsze prace wskazujg, ze podwyzszo-
na wilgotno$¢ przechowywanych nasion sprzyja
m.in. degradacji tokochromanoli, zwtaszcza pla-
stochromanolu-8 oraz a- i y-tokoferoli [21]. Nie-
korzystny wptyw na natywne antyoksydanty na-
sion rzepaku wywiera takze suszenie. Nogala-Ka-
tucka i Siger [22] stwierdzili, ze suszenie nasion
zmniejszato zawartos¢ zwigzkow fenolowych,
w tym kwaséw fenolowych, przy czym najbardziej
destrukcyjny wptyw wywierata temperatura w za-
kresie 60-80°C. Autorzy sugerowali, ze za , straty”
zwigzkéw fenolowych w tym zakresie temperatur
mogg odpowiadaé enzymy z klasy fenolooksydaz.
Analizowany zbiér zmiennych wejsciowych (43
zmienne — natezenie emisji fluorescencji mie-
rzone przy rosngcym DI) zredukowano w wyni-
ku analizy PCA do zaledwie dwdch sktadowych
gtéwnych, z ktérymi mozna zwigza¢ od 95 do bli-
sko 100% zaobserwowanej zmiennosci danych
pierwotnych (wykresy liniowe tadunkéw PC1
i PC2 przy wybranych dtugosciach fali wzbudze-
nia przedstawiono na Rysunku 3). Maksima tych
linii wskazujg wartosci DI, ktére sg najwazniej-
sze przy réznicowaniu obiektéw. Prezentacja ba-
danych préb ziarna pszenicy i nasion rzepaku na
ptaszczyznie czynnikdw (Rys. 4) wskazuje, ze moz-
liwos¢ ich odrdznienia jest zalezna od zastosowa-
nej dtugosci fali wzbudzajacej. Wraz ze wzrostem
dtugosci fali stwierdzono stopniowe obnizanie sie
wartosci sktadowej PC1 od wartosci 87,48% (przy
290 nm) do 65,23% (przy 550 nm). Przy dtugosci
fali wzbudzenia 280 nm bardzo podobne byty do
siebie widma proébek 5, 6 i 7 nasion rzepaku oraz
1, 3i 4 ziarna pszenicy, a odrebne grupy stanowity

tylko prébki nr 2 (ziarno pszenicy uszkodzone ter-
micznie) oraz 8 (odttuszczone nasiona rzepaku).
Zadna z zastosowanych dtugosci fali wzbudzenia
nie przyczynita sie do zmiany potozenia prébek 5
i 7 oraz 3i4 naRysunku 3, co wskazywato na mate
oddziatywanie zastosowanych modyfikacji na flu-
orofory. Przy dtugosci fali wzbudzenia 500 550 nm
mozliwe byto najlepsze odrdznienie préobki nasion
rzepaku uszkodzonego termicznie (numery 5 i 6)
od nasion kontrolnych.

4. PODSUMOWANIE BADAN

Wyniki prezentowanych badan wskazujg na moz-
liwos¢ zastosowania synchronicznej fluorescen-
cji odbiciowej pofgczonej z analiza PCA do od-
rézniania uszkodzonych termicznie nasion rzepa-
ku i pszenicy. Prébki te réznity sie od kontrolnych
obszarem zwigzanym z fluorescencja w obsza-
rze 330-370/430-500 nm (wzbudzenie/emisja),
co mozna wigzaé z obecnoscig produktéw utle-
nienia, np. zwigzkédw Maillarda. Zastosowana do
przygotowania prébek procedura uszkadzania hy-
drolitycznego/mikrobiologicznego nie spowodo-
wata zmian w odpowiedzi spektralnej, co moze
wskazywaé na niewielki zasieg zmian chemicz-
nych fluoroforéw i/lub zmiane ich mikrootocze-
nia, utrudniajgca procesy klasyfikacji.

Otrzymane wyniki wskazujg kierunek mozliwych
przysztych badan. Uogdlnienie wnioskéw wyma-
ga jednak walidacji wynikéw na wiekszej popu-
lacji prébek i wigczenia do interpretacji dodat-
kowych badan chemicznych (np. badanie ubyt-
ku fluoryzujgcych przeciwutleniaczy i powstawa-
nia nowych fluoroforéw) oraz implementac;ji sta-
tystycznych metod klasyfikacji obiektéw.

Badania finansowane ze srodkéw Narodowego
Centrum Nauki w ramach projektu badawczego
nr N N312 201439.
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