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Streszczenie. W pracy opisano zwigzek zjawiska chemiluminescencji z procesem
wolnorodnikowego utleniania kwasow tluszczowych w olejach oraz innych lipidach. Przedstawiono
zestawy do pomiardw ultrastabej i fotoindukowanej chemiluminescencji olejow roslinnych i podano
przyktady zastosowan metod chemiluminescencyjnych do badania procesoéw termo- i fotoutleniania
olejéw. Pordéwnano zarejestrowane sumy s$wietlne z przyrostami liczb nadtlenkowych w olejach
wyekstrahowanych z nasion trzech odmian rzepaku o roznym skladzie kwasow tluszczowych, podczas
ich termoutleniania w temperaturze 90°C. Przedstawiono takze porownawcze wyniki pomiarow
natgzenia fotoindukowanej chemiluminescencji oraz przyrostu liczby nadtlenkowej w probkach
rafinowanego oleju rzepakowego poddanego fotoutlenianiu.

Stowa kluczowe: chemiluminescencja, fotoutlenianie, liczba nadtlenkowa, suma $wictlna,
termoutlenianie

WSTEP

Wspolczesne technologie przetwarzania zywnos$ci oraz bezpiecznego jej
przechowywania wymagaja nowoczesnych metod kontroli jako$ci zardwno
surowcdw, jak i produktow finalnych. Dotyczy to szczegdlnie olejow roslinnych,
thuszczow zwierzecych 1 produktéw spozywcezych zawierajacych substancje
thuszczowe, bowiem przemiany oksydacyjne zachodzace w tych substancjach
powoduja obnizenie warto$ci odzywczych i smakowych [4,5,24]. Wysoki stopien
nienasycenia kwasow tluszczowych znajdujacych si¢ w popularnych olejach
ro$linnych (np. w rzepakowym, stonecznikowym, sojowym) jest pozadang cechg
zywieniowa, jednak w przetwdrstwie i przechowalnictwie stwarza powazne
problemy, nienasycone kwasy tluszczowe sa bowiem szczegdlnie narazone na
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peroksydacje, czyli wolnorodnikowy proces utleniania [1,30]. Zwigkszona podat-
no$¢ nienasyconych kwasow tluszezowych na peroksydacj¢ nie tylko pogarsza ich
jako$¢ sensoryczna, ale powstajace produkty utlenienia moga po dluzszym okresie
oddziatywania stymulowac¢ choroby naczyn krwiono$nych, nowotworowe oraz
przyspieszac¢ procesy starzenia [9].

Utlenianie substancji tluszczowych przyspiesza podwyzszona temperatura
oraz promieniowanie w zakresie widzialnym 1 ultrafioletowym. Stosujac
odpowiednie opakowanie chroniace przed $wiatlem, doptywem tlenu atmosfe-
rycznego oraz przechowujac produkty zywnosciowe w niskiej temperaturze
mozna przez dlugi czas zapewni¢ ich $wiezos¢. W praktyce czgsto jednak
produkty zawierajace tluszcz sa narazone na wymienione uprzednio czynniki i
dlatego ich trwato$¢ mozna skutecznie wydhuzy¢, dodajac naturalne lub sztuczne
przeciwutleniacze [5,7,10,15]. Dobor najwiasciwszych przeciwutleniaczy, a takze
biezace monitorowanie procesow technologicznych w olejarniach i przetworniach
spozywczych wymagaja stosowania przyspieszonych testow okreslajacych
stabilnos¢ olejow roslinnych oraz innych substancji ttuszczowych [2,29]. W tym
celu wykorzystywany jest test Schaala, ktéry polega na okresowych pomiarach
liczby nadtlenkowej w probkach thuszczu podgrzanego do 60°C lub test z
wykorzystaniem aparatu Rancimat, w ktérym konduktometrycznie oznaczane jest
stezenie zdysocjowanych produktow lotnych kwaséw powstajacych w procesie
utleniania thuszezow podgrzanych do okreslonej temperatury w zakresie od 100°C
do 120°C [3]. W innym stosowanym tescie z wykorzystaniem aparatu Oxidograf
rejestrowany jest natomiast spadek cisnienia w pojemnikach spowodowany
pochtanianiem tlenu przez probki badanego ttuszczu podgrzane do temperatury
110°C. Poréwnawcze pomiary okresu indukcji procesu oksydacji oleju rzepako-
wego 1 smalcu z dodatkami réznych przeciwutleniaczy, przy wykorzystaniu
powyzszych testow wykazywaly znaczne rozbiezno$ci w ocenie dhugosci okreséw
indukcyjnych oraz przeciwutleniajacej aktywnos$ci stosowanych dodatkow [6,7].
Stwierdzone rozbieznosci moga wynika¢ z réznych warunkow, w ktorych przepro-
wadzane byly poszczegdlne testy (np. czasu ich trwania, temperatury probek) oraz z
roznorodnosci rejestrowanych parametrow.

Peroksydacja kwasow tluszczowych zawartych w  lipidach produktow
spozywczych prowadzi do powstawania termicznie niestabilnych nadtlenkow i
nagromadzania produktéw ich rozpadu np. dialdehydu malonowego [1,28].
Proces ten ma charakter tancuchowy 1 jest przyspieszany zardwno przez
podwyzszenie temperatury (termoutlenianie), jak rowniez wskutek oddziatywania
$wiatla badZ promieniowania UV (fotoutlenianie).
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Waznych informacji o przebiegu peroksydacji moga dostarczy¢ pomiary
chemiluminescencji, ktérej nat¢zenie jest proporcjonalne do szybkosci rekom-
binacji rodnikéw nadtlenkowych powstajacych podczas wolnorodnikowego utleniania
kwasow tluszczowych [16,26,27,28]. Rodniki te rekombinujac przechodza w nadtlenki,
a reakcji tej towarzyszy emisja fotondw w zakresie A = 450-510 nm [20,21,23].
W ustalonych warunkach pomiaru natgzenie chemiluminescencji jest proporcjonalne do
szybkosci powstawania nadtlenkéw w badanej probee i dlatego zalezy od takich
czynnikéw fizyko-chemicznych, jak: temperatura, napromieniowanie st¢zenie anty-
utleniaczy lub aktywatoréw utleniania [11,18,20,21, 25,27].

W procesie peroksydacji wyrdznia si¢ wstepna fazg inicjacji, po ktorej nastepuje
faza propagacji charakteryzujaca si¢ ciagiem reakcji fancuchowych powodujacych
lawinowy wzrost ilosci rodnikow nadtlenkowych. Reakcje zachodzace w pierwszych
stadiach procesu utleniania sa bardzo wazne, gdyz na tym etapic ujawniaja si¢
mozliwosci przeciwutleniajace substancji thuszczowych, a wyznaczony czas indukcji
jest miarg ich stabilnosci oksydatywnej [6,8,19].

Wazna rolg¢ w przyspieszeniu procesu utleniania substancji tluszczowych spehia
$wiatlo, ktore w obecnosci naturalnych sensybilizatoréw (np. chlorofilu,
ryboflawiny, porfiryn) generuje reaktywne formy tlenu bedace bardzo aktywnymi
utleniaczami [1]. Formami tymi sa najczesciej tlen singletowy ('O,) i anio-
norodnik ponadtlenkowy (O;7). Tlen singletowy ma zdolno$¢ inicjowania
fancucha wolnorodnikowych reakcji prowadzacych do szybkiego wzrostu steze-
nia rodnikéw nadtlenkowych 1 natgzenia towarzyszacej chemiluminescencji. Do
oceny efektéw fotoutleniania substancji lipidowych bardzo przydatna jest detekcja
fotoindukowanej chemiluminescencji, gdyz tego rodzaju reakcje zachodza bardzo
szybko, sa czeSciowo odwracalne, a trwate ich skutki (m. in. skrocenie okresu
indukcji) nie sq zwykle mierzalne metodami chemicznymi.

OPIS ZESTAWOW POMIAROWYCH

Chemiluminescencja, ktora towarzyszy peroksydacji kwasow tluszczowych jest
zwykle bardzo staba (rzedu 10* fotonéw-cm™s') i dlatego do jej rejestracji
wymagane sa czute urzadzenia pomiarowe (rys. 1 1 2). Do jej pomiaru stuzg zestawy
dzialajace w ukladzie zliczania impulsow jednoelektronowych, a detektorem jest
fotopowielacz, ktorego fotokatoda jest chtodzona do temperatury —20°C. Probki sa
termostatowane w zakresie od +3°C do +90°C z dokfadno$cia +0,5°C. Metoda
zliczania impulséw jednoelektronowych zastosowana do rejestracji bardzo stabych
Swiecen wymaga uzycia fotopowielaczy o wysokiej czutoscei i charakteryzujacych sig
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bardzo matym pradem ,ciemnym”, czyli niska emisja elektronéw termicznych
z powierzchni fotokatody. W celu obnizenia emisji elektronow jeszeze w wigkszym
stopniu nalezy schladza¢ fotokatodg przy uzyciu chlodziarek termoelektrycznych.

11

Ty 3

1

Rys. 1.  Schemat zestawu do pomiaru ultrastabej chemiluminescencji:

1 — $wiatloszczelna kamera pomiarowa, 2 — szuflada z termostatowanym stolikiem na badane prébki
(zakres od 3°C do 90°C; = 0,5°C), 3 - grzalka termostatu, 4 — badana prébka (np. szalka z olejem), 5 —
fotopowielacz, 6 — wzmacniacz impulsowy, 7 — chlodziarka termoelektryczna wraz z chtodnicg
wodna, 8 — zasilacz chlodziarki, 9 — zasilacz grzalki, 10 - zasilacz wzmacniacza impulsowego, 11 —
przelicznik z programatorem cyklu pomiarowego, 12 — zasilacz wysokiego napigcia, 13 — wlot 1 wylot
wody z chlodnicy

Fig. 1. Block diagram of the set for measurements of ultraweak chemiluminescence:

1 — lightproof measuring camera, 2 — drawer with a thermostatic stage for tested samples (range from 3°C
to 90°C; £ 0,5°C), 3 — heater of the thermostat, 4 — tested sample (np. dish with oil), 5 — photomultiplier, 6
— pulse amplifier, 7 — thermoelectric cooler with the water cooler, 8 — supplier of the cooler, 9 — supplier
of the heater, 10 - supplier of the pulse amplifier, 11 — counter with the measurement cycle programming,
12 — high voltage power supply, 13 —inlet and outlet from the water cooler

Ochtodzenie fotokatody od temperatury +20°C do —20°C zmniejsza emisjg
elektronow ok. 100 razy. Fotopowielacz wraz ze wzmacniaczem impulsowym
zapewnia bardzo wysoki wspolczynnik wzmocnienia (ok. 10°107), co pozwala
rejestrowaé impulsy generowane przez pojedyncze fotoelektrony wyemitowane z
fotokatody, a liczba tych impulséw jest proporcjonalna do liczby fotondw
padajacych na fotokatodg fotopowielacza [13,14]. Mozliwos¢ rejestracji pojedyn-
czych fotonéw emitowanych przez badane obiekty jest rownoznaczna z osiagnigciem
granicy maksymalnej czulo$ci przy pomiarach sygnalow swietlnych.
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Rys. 2. Schemat zestawu do pomiaru fotoindukowanej chemiluminescencji:

1 — swiatloszczelna kamera pomiarowa, 2 — szuflada z termostatowanym stolikiem na badane
probki, 3 — termostat, 4 — badana prébka (np. szalka z olejem), 5 — fotopowielacz, 6 — wzmacniacz
impulsowy, 7 — chtodziarka termoelektryczna wraz z chlodnicg wodna, 8 — zasilacz chlodziarki, 9
— zasilacz termostatu, 10 - zasilacz wzmacniacza impulsowego, 11 — przelicznik z programatorem
cyklu pomiarowego, 12 — zasilacz wysokiego napigcia, 13 — wlot i wylot wody z chlodnicy, 14 -
lampa do fotowzbudzania prébek

Fig. 2.  Block diagram of the set for measurements of photoinduced chemiluminescence:

1 — lightproof measuring camera, 2 — drawer with a thermostatic stage for tested samples, 3 —
thermostat, 4 — tested sample (e.g. dish with oil), 5 — photomultiplier, 6 — pulse amplifier, 7 —
thermoelectric cooler with the water cooler, 8§ — supplier of the cooler, 9 — supplier of the
thermostat, 10 - supplier of the pulse amplifier, 11 — counter with the measurement cycle
programming, 12 — high voltage power supply, 13 — inlet and outlet from the water cooler, 14 —
lamp for photoexcitation of the samples

OPIS POMIARU CHEMILUMINESCENCII PODCZAS
TERMOUTLENIANIA OLEJOW ROSLINNYCH

Podwyzszona temperatura przyspiesza peroksydacje kwasow tluszczowych
i proces ten okreslany jest takze jako termoutlenianie. Do badania wptywu
temperatury na przebieg procesu peroksydacji stuzy wczesniej opisany zestaw
pomiarowy (rys. 1). Badano wplyw termoutleniania w temperaturze 90°C na
intensywno$¢ chemiluminescencji oleju i przyrost wartosci liczby nadtlenkowe;.
Badania przeprowadzono na surowym oleju rzepakowym wyekstrahowanym
z nasion trzech odmian rzepaku o roznym sktadzie kwaséw thuszczowych: Tomek
— 0 wysokiej zawartosci kwasu erukowego 1 niskiej zawarto$ci wielonienasyco-
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nego kwasu linolenowego (ok. 5%), Jupiter — nalezacy do grupy odmian ,,07,
charakteryzujacych si¢ niska zawartoscia kwasu erukowego i zwigkszonej
zawartosci kwasu linolenowego (ok. 8%) oraz Jantar — odmiana ,,00” o bardzo
niskiej zawartosci kwasu erukowego i glukozynolanow, ktérej olej zawiera okoto
12% kwasu linolenowego [12].

Suma $wietlna - Light sum, 10° imp A

60

Przyrost liczby nadtlenkowej, ~ mmol O kg B
Increase of peroxide value

1.5

| 05 — ‘

| 0,0

Tomek Jupiter Jantar

Rys. 3. Suma $wietlna, tj. iloczyn natgzenia ultrastabej chemiluminescencji i czasu (A) oraz
przyrost liczby nadtlenkowej (B), rejestrowane podczas 2-godzinnego termoutleniania (90°C)
surowego oleju rzepakowego ckstrahowanego z nasion trzech odmian rzepaku o réznym
sktadzie kwasow ttuszczowych: Tomek — wysokoerukowy, Jupiter — o niskiej zawarto$ci kwasu
erukowego (,,0”) i Jantar — o niskiej zawartosci kwasu erukowego oraz glukozynolanéw (,,00™).
Pionowe odcinki oznaczaja odchylenia standardowe; na diagramie A sg one b. male

Fig. 3. Light sum, i.e. product of the intensity of ultraweak chemiluminescence by the time
(A) and increase of the peroxide value (B), recorded during 2-hours thermooxidation (90°C) of
the raw rapeseed oil extracted from the seeds of three rape varieties with different composition
of fatty acids: Tomek — of high content of erucic acid, Jupiter — of low content of erucic acid
(,,0”) and Jantar — of low content of erucic acid and glucosinolates (,,00”). Vertical segments
mark standard deviation; they are very small on the diagram A
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Przed przystapieniem do termoutleniania w kazdym z badanych olejéw wyznaczano
liczbe nadtlenkowa (w milimolach tlenu-kg™) metoda jodometryczna [20]. Nastepnie
nalewano po 2 cm?® oleju do szklanych szalek, ktére kolejno umieszczano na termo-
statowanym stoliku w szufladzie kamery pomiarowej. Olej podgrzewano do 90°C
i przez dwie godziny poddawano przyspieszonemu utlenianiu. Jednoczesnie rejestro-
wano natezenie chemiluminescencji badanej probki w 36 cyklach: 100 s pomiaru i
100 s przerwy. Od tak otrzymanej sumy $wietlnej odejmowano sume $wietlng kontroli,
na ktora sktadat sig prad ciemny komory pomiarowej i pustej szalki. W tym celu przed
rozpoczeciem pomiaréw chemiluminescencyjnych umieszczano pusta szalke na
podgrzanym do 90°C stoliku i przez 100 s wykonywano pomiar pradu ciemnego.
Uzyskany wynik mnozono przez 36 (ilos¢ cykli pomiarowych) i odejmowano od
wynikéw pomiaréw chemiluminescencji badanych probek olejow. Bezposrednio po
zakonczeniu termoutleniania w badanych probkach olejow oznaczano liczbg nad-
tlenkowa. Wszystkie pomiary wykonano w 4 powtorzeniach, obliczono $rednie arytme-
tyczne i odchylenia standardowe [20]. Na rysunku 3A przedstawiono usrednione
warto$ci sumy $wietlnej (iloczyn natgzenia chemiluminescencji i czasu) rejestro-
wane podczas dwugodzinnego termoutleniania prébek oleju w temperaturze 90°C.
Rysunek 3B obrazuje przyrosty liczb nadtlenkowych w tych samych prébkach oleju.

OPIS POMIARU FOTOINDUKOWANEJ CHEMILUMINESCENCJI
OLEJOW ROSLINNYCH

Zaréwno promieniowanie z zakresu ultrafioletowego jak i w zakresie widzial-
nym bardzo skutecznie inicjuja peroksydacje kwasow thuszczowych, a efektem
tego jest znaczny wzrost natgzenia chemiluminescencji [20]. Do badania wplywu
promieniowania na przebieg procesu peroksydacji wykorzystano zestaw do po-
miaru fotoindukowanej chemiluminescencji (rys. 2).

Badaniom poddano rafinowany olej o liczbie nadtlenkowej 4,0 uzyskany z
podwojnie ulepszonych (,,00”) odmian rzepaku. Prébki oleju o objetosci 2 ecm’
poddano krotkotrwatemu fotoutlenianiu w temperaturze 3,0°C + 0,5°C. Natgzenie
o$wietlenia na poziomie probki wynosito ok. 4 klx. Zarejestrowano natgzenie
chemiluminescencji badanej probki, a nastgpnie oznaczono w niej liczbg nadtlen-
kowa metoda jodometryczng. Wszystkie pomiary wykonano w 4 powtérzeniach,
obliczono $rednie arytmetyczne i odchylenia standardowe [20].

Na rysunku 4 przedstawiono zalezno$¢ natezenia fotoindukowanej chemilu-
minescencji rafinowanego oleju rzepakowego od czasu napromieniowania ,.bialym
$wiattem” lampy rtgciowo-fluorescencyjnej typu LRFR 400 (A) oraz podobna
zalezno$¢ dla liczby nadtlenkowej oznaczonej w tych samych prébkach (B).



62 A. MURKOWSKI, E. SKORSKA

‘\ Natezenie fotoindukowanej CL, imp s’

Intensity of photoinduced CL, cps A
250 ]

200 |

150

o0l

Liczba nadtlenkowa - peroxide value

6 e g S S —
[mmol O kg

5

5

| mm  [EE Ex

0 1 2 4 10
czas naswietlania - lighting time [min]

Rys. 4. Zaleznos$¢ natgzenia fotoindukowanej chemiluminescencji (A) oraz liczby nadtlenkowej
(B) rafinowanego oleju rzepakowego od czasu oswietlenia lampa LRFR 400 (800 Ix). Pionowymi
odcinkami zaznaczono odchylenia standardowe; na diagramie A sg one bardzo mate

Fig. 4. Dependence of the intensity of the photoinduced chemiluminescence (A) and peroxide
value (B) of refined rapeseed oil on the time of exposition by the lamp LRFR 400 (800 Ix).
Vertical segments mark standard deviation; they are very small on the diagram A

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Badania zjawiska chemiluminescencji olejow 1 innych substancji lipidowych
oraz mozliwo$ci zastosowania metod chemiluminescencyjnych do oceny jakosci
produktéw spozywczych sa od roku 1980 prowadzone w Zaktadzie Fizyki
Instytutu Inzynierii Rolniczej Akademii Rolniczej w Szczecinie. Wyniki badan
przedstawiono w kilkunastu publikacjach [m.in. 13,14,17,18,19,21,22] i w pracy
doktorskiej [20]. W tym czasie zrealizowano temat badawczo-wdrozeniowy pt.
»Zastosowanie metod luminescencyjnych do analizy thuszezéw jadalnych” i uzys-
kano wspotautorstwo patentu nr 115741 ,.Sposob okres$lania stopnia jelczenia
thuszczow szczegoblnie thuszezow jadalnych i utylizacyjnych” [11].
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Na podstawie wynikéw dotychczasowych prac mozna sformutowaé kilka
wnioskéw i celow badawczych.

1. Zastosowanie metod chemiluminescencyjnych umozliwia badanie procesu
wolnorodnikowego utleniania nienasyconych kwasow tluszczowych (peroksy-
dacji) w olejach 1 innych substancjach tluszczowych.

2. Pomiary termoutleniania olejéw oraz innych lipidow metoda chemilumi-
nescencyjng moga by¢ wykorzystane do oceny ich stabilnosci oksydatywnej.

3. Dzigki wysokiej czutosci metoda fotoindukowanej chemiluminescencji
pozwala bada¢ proces peroksydacji juz na poczatkowym etapie inicjacji, gdy
zmiany chemiczne w badanych probkach nie sg jeszeze mierzalne.

4. Duza szybkos¢, mata pracochtonnos$¢ i mozliwos$¢ zautomatyzowania cykli
pomiarowych pozwala zaleca¢ metody chemiluminescencyjne jako tanie (bez uzycia
odezynnikow chemicznych) testy trwalosci thuszczow i oceny skuteczno$ci natural-
nych lub sztucznych przeciwutleniaczy.

5. Metody chemiluminescencyjne moga by¢ wykorzystywane w pracach
hodowlanych (np. uzyskanie specjalnego surowca do produkcji biopaliw) oraz do
ciggltego monitorowania proceséw technologicznych w olejarniach i przetwor-
niach zywnosci.
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APPLICATION OF CHEMILUMINESCENCE METHODS
FOR STUDY OF PLANT OIL OXIDATION PROCESSES

Antoni Murkowski, Elzbieta Skorska
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Abstract. Measuring sets for ultraweak and photoinduced chemiluminescence of plant oils
are presented in this paper. Possibility of their application for study free radical oxidation process is
discussed. Some results of the measurements of the light sum are compared with the increase of the
peroxide value of raw rapeseed oil, extracted with seed of three rape varieties at different content of
fatty acids, during thermooxidation at the temperature 90°C. Results of the measurements of the
intensity of photoinduced chemiluminescence and peroxide value of the refined rape oil subjected to
photooxidation are presented.
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