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Zastosowania spektroskopii

Pierwsze widma IR zostaly zmierzone w 1881 r. przez Williama Abneya
i Edwarda R. Festinga, ktorzy sugerowali, ze pasma absorpcji sg skorelowane
z wybranymi grupami funkcyjnymi w czasteczce. W 1905 r. William Coblenz,
postugujac sie spektrofotometrem wlasnej konstrukcji, zmierzyt widma IR wielu
zwigzkow i na tej podstawie wykazal, ze pewne ugrupowania atomow w cza-
steczkach (grupy funkcyjne) absorbuja promieniowanie w charakterystycznym
dla nich zakresie.

Spektroskopi¢ w zakresie MIR poczatkowo stosowano do identyfikacji zwigz-
kéw organicznych. W tym samym czasie naukowcy podjeli badania dotyczace
struktury zwigzkow wystepujacych w zywnosci. W latach 50. i 60. wiele uwagi
poswiecono badaniom widm biatek (Dufour, 2009).

Zakres NIR przez dtugi okres nie byt przedmiotem wigkszego zainteresowa-
nia naukowcow. W pierwszej potowie XX w. ukazato si¢ kilka prac dotyczacych
zastosowania pomiaréow w zakresie NIR do oznaczania wilgotno$ci w powietrzu,
wody w zelatynie, analizy paliw, charakterystyki polimeroéw i oznaczania grubo-
sci filmow polimerow. W latach 40. Barr i Harp opublikowali widma olejow ro-
slinnych. Do roku 1970 opublikowano okoto 50 prac dotyczacych NIR (Hindle,
2007).

Do oceny jako$ci zywnosci stosowano w tym okresie m.in. fluorescencje.
Poczatkowo wykorzystywano wizualng oceng emisji produktéw spozywczych
o$wietlanych promieniowaniem z zakresu nadfioletu. Wraz z rozwojem apara-
tury do pomiaréw fluorescencji zaczgto w badaniach zywnos$ci wykorzystywaé
odpowiednie widma. W opublikowanym w 1959 r. czwartym wydaniu monogra-
fii pt. Fluorescence analysis in ultra-violet light (Radley i Grant, 1959) autorzy
przedstawili przeglad zastosowan fluorescencji opracowany na podstawie az po-
nad czterystu prac opublikowanych w latach 1911-1959. Metode te stosowano
do badania takich produktow jak: oleje i thuszcze, masto, mleko, jaja, ryby, mig-
so, maka, zboza, napoje fermentowane i cukier.

Przetomowym momentem w zastosowaniu spektroskopii NIR do analizy Zzyw-
nos$ci byly badania prowadzone przez Karla Norrisa w US Department of Agri-
culture (USDA) dotyczace oznaczania sktadnikow produktow rolnych, m.in. biat-
ka i wilgotnosci w zbozach (Norris, 1996). Poczatkowo widma byly mierzone
z zastosowaniem uktadu wykorzystujacego filtry, a do ich analizy zastosowano
metode regresji wielokrotnej. Zastosowanie NIR do badania statych, nieprzezro-
czystych probek byto mozliwe dzigki opracowanej w latach 30. teorii Kubelki
1 Munka dotyczacej dyfuzyjnego rozproszenia w pomiarach transmisyjnych i od-
biciowych (Hindle, 2007).

Prace Karla Norrisa zapoczatkowaly intensywny rozwoéj zastosowan NIR
w sektorze rolno-spozywczym w latach 70. 1 80. (Hindle, 2007). Duzg rolg w tym
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procesie odegraty metody analizy widm, rozwijane w ramach powstalej w latach
70. dyscypliny chemii analitycznej — chemometrii. Wykonywanie analiz duzej
liczby danych spektroskopowych stato si¢ mozliwe dzigki rozwojowi kompu-
terow. W latach 80. pojawity sie komercyjne przyrzady i oprogramowanie do
analizy paszy. Canadian Grain Comission uznata spektroskopi¢ NIR za oficjalng
metode analizy biatka w pszenicy, a w 1982 r. metoda ta zostata uznana przez
American Association of Cereal Chemists za oficjalng metode analizy zboz.

Rozwoj spektroskopii NIR w drugiej potowie XX w. obrazuja tytuly prac
przegladowych poswigconych tej tematyce (Blanco i Villarroya, 2002). W 1983 .
Wetzel opublikowat prace pt: Near-infrared reflectance analysis. Sleeper among
spectroscopic techniques, w ktorej wskazal na niewykorzystany w peti poten-
cjat tej techniki. Opublikowany ponad 10 lat pozniej przez McClure’a (1994) ar-
tykut przegladowy nosit tytul: Near-infrared spectroscopy. The giant is running
strong. W artykule z 1998 r. pt: The history of near infrared spectroscopic ana-
lysis: Past, present and future. From sleeping technique to the morning star of
spectroscopy Davies omawial 6wczesne szerokie zastosowania NIR 1 wskazywat
na obiecujgce perspektywy rozwoju tej techniki.

Oprocz zastosowan NIR zaczgly sie rozwija¢ metody badan zywnosci opar-
te na analizie chemometrycznej widm z zakresu MIR, fluorescencji oraz UV
Vis. Ta ostatnia technika, w szczegdlnosci spektroskopia w zakresie Vis, naj-
czesciej jest taczona z NIR. Pierwsza praca przegladowa dotyczaca zastosowan
fluorescencji i chemometrii zostata opublikowana w 2006 r. Cytowano w niej
ponad sto publikacji (Christensen, Nergaard, Bro i Engelsen, 2006).

Rozwoj chemometrii

Chemometria jako dyscyplina chemii analitycznej powstala w latach 70. Jej po-
czatki siegaja jednak 1969 r., w ktorym Jurs, Kowalski i Isenhour opublikowali
w czasopismie Analytical Chemistry seri¢ prac dotyczacych zastosowania metod
liniowego uczenia maszynowego do klasyfikacji widm mas o niskiej rozdziel-
czo$ci (Massart i in., 1997).

Nazwa ,,chemometria” zostala po raz pierwszy uzyta przez Svante’a Wolda
z Umed Universitet w Szwecji we wniosku o grant w 1971 r., a rok pdzniej w pu-
blikacji. W 1974 r. Svante Wold i Bruce Kowalski z University of Washington za-
tozyli International Chemometrics Society (S. Wold, 2015). W latach 80. powsta-
ty czasopisma Journal of Chemometrics (1987), Chemometrics and Intelligent
Laboratory Systems (1986) oraz Journal of Chemical Information and Modelling.
W tym okresie opublikowano tez pierwsze ksiazki i opracowano pierwsze opro-
gramowanie — ARTHUR, SIMCA i UNSCRAMBLER (Brereton, 2014).

Wedlug definicji podanej przez Desire’a Luca Massarta (Massart i in.,
1997): ,,Chemometria jest dyscypling chemiczng, ktoéra stosuje metody matema-
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tyczne i statystyczne oraz logike formalng do projektowania lub wyboru opty-
malnych procedur pomiarowych, do uzyskiwania maksimum istotnej informacji
chemicznej na podstawie analizy danych chemicznych oraz do uzyskania wiedzy
o uktadzie chemicznym”.

Metody stosowane w chemometrii opieraja si¢ na pracach matematykow i sta-
tystykow z pierwszej potowy XX w. Powszechnie stosowana metoda analizy
gtownych sktadowych zostala opracowana przez Pearsona (1901) i Hotellinga
(1933). Krokiem milowym w rozwoju chemometrii byto wprowadzenie w la-
tach 80. przez Svante’a Wolda i Harolda Martensa metody regresji czastkowych
najmniejszych kwadratow, opartej na wezesniejszych pracach Hermana Wolda
(S. Wold, Sjostrom i Eriksson, 2001). Obecnie metoda ta jest szeroko stosowana
1 stanowi podstawe opracowania modeli kalibracyjnych, m.in. w badaniach zyw-
nosci.

Wezesne zastosowania chemometrii dotyczyty chemii analitycznej, kalibracji
na podstawie widm NIR, dekonwolucji widm UV Vis, optymalizacji rozdzia-
u w metodach chromatograficznych i kontroli statystycznej procesu (Brereton,
2014). Na przetomie XX i XXI w. rozw0j komputerow umozliwit zastosowanie
zaawansowanych metod do analiz duzej liczby danych.

Obecnie metody chemometryczne sg stosowane w wielu dziedzinach: che-
mii analitycznej (Szymanska i in., 2015), chemii organicznej (Zalewski, 2007),
do analizy danych chromatograficznych (Komsta, Heyden i Sherma, 2018),
w foodomice (Skov, Honor¢, Jensen, Nes i Engelsen, 2014), innych technikach
»-omikach” (Richards i Holmes, 2015), w badaniach $rodowiska (Mas, de Juan,
Tauler, Olivieri i Escandar, 2010) i towaroznawstwie (Zalewski, 1999).

Zastosowanie spektroskopii optycznej jako techniki odcisku palca
w badaniach zywnoSci

Ten rodzaj zastosowan opiera si¢ na pomiarze widma produktu, wykonywanym
bezposrednio na probce w sposob nieniszczacy. Wiasciwosci spektralne sg deter-
minowane przez sktad chemiczny i wlasciwosci fizyczne probki. Analiza widm
z zastosowaniem metod chemometrycznych umozliwia uzyskanie ilosciowych
i jakosciowych informacji, ktore stuza do oceny wybranych aspektow jakosci
probki. Idee wykorzystania spektroskopii do rutynowej analizy zywnosci przed-
stawiono na rysunku 1.1. Polega ona na opracowaniu modeli kalibracyjnych,
ktére opisuja zalezno$¢ miedzy widmami a wiasciwosciami probki. Takie mo-
dele sa wykorzystywane do oznaczania wlasciwosci lub klasyfikacji probek na
podstawie ich widm.

Etap opracowania modeli jest pracochtonny i kosztochtonny, ale poczatkowa
inwestycja szybko si¢ zwraca ze wzgledu na zalety analizy z ich zastosowa-
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niem. Poniewaz widma mogg by¢ mierzone bezposrednio na probee, eliminuje
si¢ etap jej przygotowania, ktory w tradycyjnej analizie jest czgsto najbardzie;
pracochlonnym i czasochtonnym etapem procesu analitycznego. Ponadto z tym
etapem wigze si¢ duzy udzial btedu. Dzigki bezposrednim pomiarom eliminuje
si¢ zuzycie odczynnikow chemicznych i produkcje odpaddéw. Znaczaco skraca
si¢ czas analizy, ktora sprowadza si¢ do szybkiego pomiaru widma. Pomiary
majg charakter nieniszczacy, umozliwia to kontrole znacznie wickszej liczby
probek niz w wypadku tradycyjnych pomiarow.

Na podstawie pomiaru i analizy jednego widma mozna uzyska¢ informacje
o réznych wilasciwosciach probki. Mozliwe jest jednoczesne oznaczenie kilku
analitow lub parametrow charakteryzujacych produkt, podczas gdy w tradycyj-
nej analizie zwykle procedura pomiarowa dotyczy oznaczania pojedynczych
analitow. Ze wzgledu na prostot¢ pomiaru, analiza probki moze by¢ wykonywa-
na w miejscu jej wystgpowania, a wynik otrzymywany jest natychmiast.

Zalety spektroskopowych technik odcisku palca sprawiaja, ze sa one szeroko
stosowane w rutynowej kontroli jako$ci oraz kontroli proceséw produkcji zyw-
nosci, a rozwijanie nowych zastosowan jest przedmiotem intensywnych badan.
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2.4. Spektroskopia w zakresie bliskiej podczerwieni

Podstawy teoretyczne

Rejon bliskiej podczerwieni rozciaga si¢ pomiedzy rejonem podstawowej pod-
czerwieni i widzialnym, i obejmuje promieniowanie w zakresie 780-2500 nm
(12 8204000 cm™'). W zakresie tym obserwuje si¢ pasma pochodzace od nad-
tonow i tonow kombinacyjnych drgan podstawowych wystepujacych w zakre-
siec MIR.

Oscylator anharmoniczny

Widma w zakresie NIR sg w znacznym stopniu konsekwencja duzej anharmo-
nicznos$ci drgajacych grup atomow. Warto tu przypomnie¢, ze w modelu oscy-
latora anharmonicznego energi¢ potencjalng opisuje asymetryczna krzywa Mor-
se’a (rysunek 2.2). Rdéznice energii poziomdw oscylacyjnych maleja wraz ze
wzrostem kwantowej liczby oscylacji v. Oprocz przejs¢ podstawowych mozliwe
sg nadtony, przejscia do wyzszych poziomow oscylacyjnych z pominigciem po-
ziomdéw posrednich, czyli takie, w ktorych kwantowa liczba oscylacji zmienia
si¢ 0 wartosci rozne od jeden. Prawdopodobienstwo tych przejs¢ jest tym wigk-
sze, im bardziej anharmoniczny charakter wykazuje drganie. Poniewaz duzym
stopniem anharmonicznosci charakteryzujg si¢ wigzania atomu wodoru z ci¢z-
szymi atomami takimi jak wegiel, tlen, azot, siarka (C—H, O—H, N-H lub S—H),
w widmie NIR obserwuje si¢ gtéwnie pasma pochodzace od drgan tych wigzan
(Sileoni, Marconi i Perretti, 2015).

Pasma odpowiadajace nadtonom wystepuja przy czestosciach odpowiada-
jacych wielokrotnosciom czestosci drgan podstawowych. Dla kazdego pasma
drgan podstawowych aktywnych w zakresie MIR istnieje seria pasm nadto-
né6w (Shenk, Workman i Westerhaus, 2007). W zakresie NIR wystepuja cztery
nadtony, ale czwarty ze wzgledu na niska intensywnos$¢ jest czesto pomijany.

Intensywnos¢ pasm w widmie NIR jest zwigzana z wielkoScig zmiany
momentu dipolowego w czasie drgania oraz stopniem jego anharmoniczno-
Sci. Pierwsze i1 wyzsze nadtony charakteryzuja si¢ mniejszym prawdopodo-
bienstwem niz drgania podstawowe, z tego wzgledu pasma im odpowiadajace
maja mniejszg intensywno$¢ niz odpowiednie pasma w zakresie MIR. W za-
kresie NIR wystepuja ponadto drgania kombinacyjne bedgce wynikiem oddzia-
lywan drgan podstawowych wystepujacych w wieloatomowych czasteczkach.
Ich pasma wystepuja przy czestosciach bedacych suma czestosci oddziatujacych
drgan. Dla drgan kombinacyjnych dozwolonych ze wzgledu na anharmoniczny
charakter tylko jedno z nich musi by¢ aktywne, tzn. powodowa¢ zmian¢ momen-
tu dipolowego. W rezultacie pewne drgania, ktore nie sg aktywne w MIR, moga
wystepowac¢ w zakresie NIR (Sileoni i in., 2015).
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Widma w zakresie NIR

Widmo w zakresie NIR przedstawia si¢ w postaci zalezno$ci absorbancji (lub
log 1/R) od dlugosci fali lub liczby falowej. Przyktadowe widmo NIR dla oliwy
z oliwek rafinowanej przedstawiono na rysunku 2.12.
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Rysunek 2.12. Widmo NIR oliwy z oliwek rafinowanej

Absorpcja w zakresie NIR pochodzi od grup zawierajacych atom wodo-
ru: C—H (metylowych, aromatycznych, metylenowych, metoksylowych, karbo-
ksylowych), N-H (amidowych i aminowych, pierwszo- i drugorzedowych), O—H
(w alkoholach i wodzie), S—H oraz grupy C=0. Wszystkie te grupy wystepuja
w zwigzkach organicznych i absorbujg promieniowanie w zakresie MIR (Agelet
i Hurburgh, 2010; Shenk i in., 2007).

Widmo NIR dzieli si¢ na zakres krotkofalowy (short-wave NIR, SW-NIR) od
780 do 1300 nm i wlasciwy NIR od 1300 do 2500 nm. Zakres krotkofalowy
obejmuje wyzsze nadtony, a powyzej 1300 nm obserwuje si¢ pierwsze i dru-
gie nadtony oraz drgania kombinacyjne wystepujace w zakresie 1900-2500 nm
(Agelet i Hurburgh, 2010). Pasma w zakresie NIR sa zwykle 10—100 razy mniej
intensywne niz odpowiadajace im pasma drgan podstawowych w zakresie MIR.
Pasma absorpcji w zakresie NIR sg szerokie (ich szeroko$¢ spektralna moze wy-
nosi¢ 50-100 nm) i silnie si¢ naktadaja. Pasma wystepujace w dlugofalowym
zakresie widma (nizsze wartosci liczb falowych) sa bardziej intensywne, wez-
sze 1 lepiej rozdzielone w stosunku do pasm pochodzacych od odpowiednich
wyzszych nadtonow wystepujacych w krotkofalowym zakresie widma (zakresie
wyzszych wartosci liczb falowych). Charakterystyczne dla widm NIR obnizenie
intensywnosci pasm w kierunku od dlugo- do krotkofalowego zakresu jest wy-
nikiem malejgcego prawdopodobienstwa wystepowania nadtonéw wraz ze wzra-
stajacym rzgdem nadtonu (Shenk i in., 2007).
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Wigkszo$¢ zwigzkow organicznych wykazuje charakterystyczne pasma w za-
kresie NIR. Jednak ze wzgledu na charakter widm NIR ich przypisanie odpo-
wiednim zwigzkom chemicznym i interpretowanie w sposob tak bezposredni
jak widma MIR jest znacznie trudniejsze. Widma NIR sg przede wszystkim
stosowane w potaczeniu z analizg chemometryczna do jakosciowej i ilosciowej
analizy zywnosci (Shenk i in., 2007). Oprdcz informacji o chemicznych sktadni-
kach probki, widma NIR zawierajg informacje o wiasciwosciach fizycznych. Na
przyktad réznice wielkosci czastek (drobin w proszku, krysztatow itp.) powodu-
ja przesuniecia linii podstawowej widma. Wigkszy rozmiar czastek wptywa na
glebsza penetracje Swiatta 1 wyzsze wartosci absorbancji.

Mniejsza intensywno$¢ pasm NIR niz MIR jest zaleta, gdyz umozliwia bez-
posrednig analizg¢ silnie absorbujacych i rozpraszajacych promieniowanie probek
takich jak zywnos¢. Wybor zakresu spektralnego do analizy powinien uwzgled-
nia¢ wilasciwosci promieniowania NIR oraz wlasciwosci fizyczne i chemiczne
probki. W zakresie NIR wraz ze wzrostem dlugo$ci fali wzrasta rozproszenie
swiatla 1 absorbancja, natomiast zmniejsza si¢ naktadanie pasm oraz glebo-
ko$¢ penetracji. Pomiar sktadnikow, ktorych pasma nie sg dobrze rozdzielone
od sktadnikow matrycy lub wystepujacych w niskich stezeniach, wykonuje si¢
zazwyczaj w dlugofalowym zakresie. Ze wzgledu na intensywnos$¢ absorpcji
w SW-NIR stosuje si¢ czesto pomiary transmitancji, natomiast we wlasciwym
NIR pomiary dyfuzyjnego odbicia (Cen i He, 2007).

Absorpcja grup funkcyjnych w zakresie NIR

W tabeli 2.8 przedstawiono wybrane pasma absorpcji grup zawierajacych wo-
dor w zakresie NIR.

Weglowodory

Dla weglowodoréw alifatycznych pierwszy nadton drgan rozciagajacych C—H
jest obserwowany w zakresie 1600—1800 nm; drugi nadton — w zakresie 1150—
—1210 nm, trzeci za$ — przy 880-915 nm.

Widmo NIR moze stuzy¢ do badania nienasyconych weglowodoréw. Mimo
ze pasma C=C i C=C nie sg obserwowane bezposrednio w zakresie NIR, rozrdz-
nienie weglowodorow nasyconych i nienasyconych jest mozliwe na podstawie
pasm sasiadujacych z wigzaniem nienasyconym grup C-H.

W weglowodorach aromatycznych pierwszy i drugi nadton drgan rozciagaja-
cych C—H wystepuja odpowiednio w zakresach 1600-1800 i 1100—1250 nm. Ob-
serwuje si¢ rowniez seri¢ pasm drgan kombinacyjnych w zakresach 21002250
i 2450-2500 nm. Podstawienie w pierscieniu wplywa na pozycj¢ tych pasm
(Stuart, 2005).
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Tabela 2.8. Charakterystyczne pasma absorpcji grup funkecyjnych zawierajacych
wodor w zakresie NIR

Charakterystyka A (nm)
Trzeci nadton N—H rozciagajace 775-850
Trzeci nadton C—H rozciagajace 850-950
Drugi nadton N-H rozciagajace, drugi nadton O—H rozciagajace 950-1100
Drugi nadton C-H rozciagajace 1100-1225
Kombinacyjne C-H rozciggajace 1300-1420
Pierwszy nadton N-H rozciagajace, pierwszy nadton O—H rozciagajace 1400-1500
Pierwszy nadton C—H rozciagajace 1650-1800
Kombinacyjne N-H rozciagajace, kombinacyjne O—H rozciagajace 2000-2200
Kombinacyjne C—H rozciagajace 2200-2450

Zrédto: na podstawie (Stuart, 2005).

Grupa hydroksylowa

Alkohole i kwasy organiczne wykazujag pasma kombinacyjne i nadtony drgan
rozciggajacych O-H w zakresach 1900-2200 nm i 1400-1650 nm. Pozycja
i ksztalt tych pasm zalezy od obecnosci wigzan wodorowych (Stuart, 2005).

W widmie NIR wody obserwuje si¢ pasma drgan O—H. Pasmo przy 1442 nm
jest typowe dla pierwszego nadtonu drgan rozciggajacych O—H. Pasmo przy
1932 nm pochodzi od drgan kombinacyjnych O—H rozciagajacych i zginajacych.

Pomiary roztworéw wodnych, trudne w zakresie MIR ze wzgledu na nasy-
cenie pasm, sg znacznie latwiejsze w zakresie NIR. Przy pomiarach roztwo-
row wodnych nalezy uwzgledni¢ wplyw temperatury. Przyczyng obserwowa-
nych zmian w widmach NIR wody pod wplywem temperatury sg zmiany mocy
wigzan wodorowych. Ze wzgledu na r6znicg potozenia pasm absorpcji wolnych
1 zwigzanych grup O—H spektroskopi¢ NIR stosuje si¢ m.in. w badaniach wigzan
wodorowych (Abo, 2007).

Grupa karbonylowa

W widmach NIR pasma nadtonéw grupy karbonylowej C=0O powinny wyste-
powac przy 1160, 1450 i 1950 nm. Nawet jesli obserwuje si¢ je dla niektorych
zwiazkow, ze wzgledu na niska intensywnos¢ nie wykorzystuje sie ich do ce-
16w analitycznych.

Grupy zawierajqce azot

Aminy pierwszorzegdowe wykazuja pasma przy 1000, 1450 i 1550 nm, odpowia-
dajace nadtonom drgan rozciagajacych N-H. Trzeciorzedowe aminy nie wyka-
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zuja nadtonow N—H, ale charakterystyczne sa dla nich pasma drgan kombinacyj-
nych i rozciggajacych w zakresie 1260—1270 nm.

Pierwszorzgdowe amidy charakteryzuje wystgpowanie pasm kombinacyjnych
przy 1930-2250 nm i nadtonu drgan rozciagajacych N-H w zakresie 1450—1550 nm.
Drugorzegdowe amidy wykazuja pasmo nadtonow w zakresie 1350-1550 nm
i kombinacyjne w zakresie 1990-2250 nm (Stuart, 2005).

Widma skladnikow zywnos$ci w zakresie NIR

Glowne sktadniki zywnosci: woda, lipidy, biatka i weglowodany wykazuja cha-
rakterystyczne pasma w zakresie NIR.

Woda

Pasma absorpcji wody pochodzace od drugich i pierwszych nadtonéw drgan rozcia-
gajacych wigzan O—H i drgan kombinacyjnych, rozciggajacych i zginajacych O-H,
wystepuja w widmie odpowiednio przy okoto 970, 1400-1450 i 1920-1950 nm
(Cozzolino i in., 2007). Pasma te sg czute na zmiany temperatury. Wraz ze wzro-
stem temperatury w zakresie od 25 do 80°C obserwuje si¢ wzrost intensywnosci
pasm (1400-1450 i 1920-1950 nm) i ich przesunigcie w stron¢ fal krotszych
(Czarnik-Matusewicz, Pilorz i Hawranek, 2005). Na charakterystyke widm wody
wplywa tworzenie wigzan wodorowych, ktore powoduje przesunigcie pasm ab-
sorpcji w strong fal dtuzszych. W wyniku zrywania wigzan wodorowych naste-
puje przesunigcie w kierunku fal krotszych (Shenk i in., 2007).

Lipidy

Pasma absorpcji lipidow w zakresie NIR przedstawiono w tabeli 2.9. Charakte-
rystyczna dla kwasow ttuszczowych, wchodzacych w sktad triacylogliceroli, jest
absorpcja grup C—H (1680-1760 i 2300-2350 nm), ktora jest wykorzystywana
do oznaczania tluszczu w produktach spozywczych.

Biatka

Biatka wykazuja charakterystyczne pasma absorpcji grupy N-H przy 1560-1670
1 2080-2220 nm. Charakterystyczne dla biatek pasma absorpcji NIR przedsta-
wiono w tabeli 2.10.

Weglowodany

Weglowodany wykazuja absorpcje w zakresie NIR, pochodzaca od grup C—H
i O—H (tabela 2.11).
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Tabela 2.9. Charakterystyczne pasma absorpcji lipidow w zakresie NIR

Charakterystyka A (nm)
Drugi nadton C—H rozciagajace grupy CH; 1208
Kombinacyjne: 2 x C-H rozciagajace i C-H zginajace grupy CH, 1416
Pierwszy nadton C—H rozciaggajace grupy CHjz 1742
Pierwszy nadton C—H rozciagajace grupy CHy 1760
Kombinacyjne: =C—H rozciagajace i C=C rozciagajace 2144
Kombinacyjne: CH, asymetryczne rozciggajace i C=C rozciagajace 2190
Kombinacyjne: C—H rozciagajace i C—H zginajace grupy CH, 2304
Kombinacyjne: C—H symetryczne rozciagajace CH, i =CH, zginajace 2348
Kombinacyjne: C—H rozciagajace CH, i C—C rozciggajace 2380

Zrédto: na podstawie (Dufour, 2009).

Tabela 2.10. Charakterystyczne pasma absorpcji bialek w zakresie NIR

Charakterystyka A (nm)
Pierwszy nadton N-H rozciagajace 1510
Kombinacyjne: N—H symetryczne rozciagajace i amidowe [ 2055

Drugi nadton N-H zginajace lub
Kombinacyjne: N-H zginajace i N-H rozciagajace 2060
Drugi nadton N-H zginajace;

Kombinacyjne: C—H rozciagajace i C=0 rozciagajace;

Kombinacyjne: C=0 rozciagajace i amidowe 111 2180
Drugi nadton C—H zginajace 2300
Drugi nadton CH; zginajace 2352
Pierwszy nadton C—N-C symetryczne rozciggajace 2470
Pierwszy nadton C-N—C asymetryczne rozciagajace 2530

Zrédto: na podstawie (Shenk i in., 2007).

Tabela 2.11. Charakterystyczne pasma absorpcji weglowodanéw w zakresie NIR

Charakterystyka A (nm)
Pierwszy nadton O—H rozciagajace 1490
Pierwszy nadton C—H rozciagajace 1780
Drugi nadton O-H rozciggajace i C—O rozciagajace 1820
Kombinacyjne: C—H rozciagajace i C—H zginajace 2335
Kombinacyjne: CH, symetryczne rozciagajace i =CH, zginajace 2347
Drugi nadton CH; zginajace 2352
Kombinacyjne: C—H rozciagajace i C—C rozciagajace 2488

Zrédto: na podstawie (Shenk i in., 2007).
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Zastosowania spektroskopii NIR w badaniach zywnosci

Spektroskopia w zakresie NIR w badaniach Zywnosci jest stosowana przede
wszystkim w potaczeniu z metodami chemometrycznymi jako metoda odcisku
palca. Metoda ta jest szeroko wykorzystywana w rutynowej kontroli jakosci zyw-
nosci, przede wszystkim do oznaczania glownych sktadnikéw produktéw spo-
zywcezych. Jest to réwniez podstawowa metoda kontroli proceséw produkceyi-
nych, umozliwiajaca wdrozenie PAT w przemysle spozywczym.

Zagadnienia dotyczace zastosowan spektroskopii w zakresie NIR w bada-
niach zywnos$ci zostaty przedstawione w wielu pracach przegladowych, oma-
wiali je m.in: Agelet i Hurburgh (2010), Baeten i Dardenne (2002), Blanco
i Villarroya (2002), Lohumi, Lee, Lee i Cho (2015), McClure (1994), Wetzel
(1983) oraz Zalewski (2005).

2.5. Spektroskopia w zakresie nadfioletu i widzialnym

Podstawy teoretyczne

Spektroskopia absorpcyjna w zakresie UV 1 Vis obejmuje oddziatywania materii
z promieniowaniem z zakresu 180-380 nm (UV) i 380-780 nm (Vis). Energia
fotonow z tego zakresu odpowiada przejsciom elektronéw walencyjnych ato-
mow i elektronow tworzacych wigzania w czasteczkach. Absorpcja promienio-
wania powoduje przejscie elektronu z orbitalu czgsteczkowego w stanie podsta-
wowym na nieobsadzony orbital w stanie wzbudzonym (Valeur, 2001).

Przejscia elektronowe

W temperaturze pokojowej, zgodnie z rozktadem Boltzmana, wigkszo$¢ czaste-
czek znajduje si¢ na najnizszym, zerowym poziomie oscylacyjnym elektrono-
wego stanu podstawowego. Elektronowy stan podstawowy czasteczek zwigz-
kow organicznych jest zwykle stanem singletowym. Stanem singletowym atomu
lub czasteczki jest stan, w ktorym wypadkowy spin elektronowy S jest rowny
zero. Stanem trypletowym jest stan, w ktorym S = 1. Multipletowo$¢ odpowied-
nich stand6w wynosi 2S + 1, a wigc jeden dla stanu singletowego i trzy dla stanu
trypletowego. Dla dwoch elektrondw stan o spinach ustawionych antyréwnole-
gle (sparowanych) jest stanem singletowym, a stan o spinach ustawionych row-
nolegle (niesparowanych) — stanem trypletowym.

W wyniku absorpcji fotonu nastgpuje wzbudzenie elektronu z czasteczkowe-
go orbitalu wigzacego na antywigzacy (Valeur, 2001). Zgodnie z przyblizeniem
Borna-Oppenheimera ruch elektronow jest znacznie szybszy niz ruch jader ato-
mowych. Wzbudzenie elektronu zachodzi w czasie okoto 10713 s, ktory jest
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znacznie krotszy niz czas drgan czasteczkowych wynoszacy 10712-10710s. Ta
obserwacja stanowi podstawe reguty Francka-Condona, zgodnie z ktora przej-
$cia elektronowe zachodza bez zmiany potozenia jader atomowych w czastecz-
ce 1 wzgledem otoczenia. Powstajacy bezposrednio w wyniku wzbudzenia
elektronowego stan nazywany jest stanem Francka-Condona, a przej$cie — wer-
tykalnym.

Stan wzbudzony S;

Energia

—

Stan podstawowy S

»
»

7

Rysunek 2.13. Krzywe energii potencjalnej
czasteczki dwuatomowej w elektronowym stanie
podstawowym Sg i wzbudzonym S
Objasnienia: » — odleglo$¢ miedzyjadrowa
Zrédto: na podstawie (Valeur, 2001).

Na rysunku 2.13 przedstawiono diagram poziomow energetycznych w pod-
stawowym 1 wzbudzonym stanie elektronowym, reprezentowany przez krzywa
Morse’a, jako funkcje konfiguracji jader (w wypadku czasteczki dwuatomowej —
odleglosci miedzy jadrami atomowymi). Oprocz ,.czystego” przejscia elektro-
nowego 0-0, tzn. zachodzacego miedzy zerowymi poziomami oscylacyjnymi
standw Sy i Sy (oraz ewentualnie Sy, Ss, ..., S,)), zachodzg przejscia do réznych
poziomow oscylacyjnych stanu S;, ktorych intensywno$¢ zalezy od wzgledne;j
pozycji 1 ksztattu funkcji energii potencjalnej w stanie podstawowym i wzbu-
dzonym. Zatem zmianom energii elektronowej towarzysza zmiany energii oscy-
lacyjnej i rotacyjnej czasteczki. W konsekwencji na jedno przejscie elektronowe
sktada si¢ wiele przej$¢ do réoznych poziomoéw oscylacyjnych i rotacyjnych da-
nego wyzszego stanu elektronowego. Przejscia te okreslaja szerokos¢ i ksztatt
pasm w widmach absorpcji. Struktura zwigzana z przej$ciami oscylacyjnymi
1 rotacyjnymi towarzyszacymi przejsciom elektronowym ujawnia si¢ w widmach
rejestrowanych w fazie gazowe;.

Dodatkowo poszerzenie pasm absorpcji w roztworach wynika z fluktuacji
struktury klatki rozpuszczalnika otaczajacej czasteczke. W efekcie w widmach
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absorpcji czasteczek w zakresie UV Vis obserwuje si¢ szerokie pasma pozba-
wione struktury odpowiadajace kolejnym przejsciom elektronowym.

Przy zachowaniu odpowiednich warunkow pomiaru absorbancje probki opi-
suje prawo Lamberta-Beera (por. wzor (2.15)). Molowy wspotczynnik absorpcji
& okresla zdolnos¢ czasteczki do absorpcji promieniowania w okreslonych wa-
runkach (rozpuszczalniku, stanie skupienia, temperaturze).

W klasycznej teorii absorpcji promieniowania czasteczka jest rozpatrywa-
na jako oscylujacy dipol, ktorego sita oscylatora f jest bezposrednio zwigzana
z catka pasma absorpcji:

4,32-107°

f=2303 ——— N j e(V)dv = [e()av, (2.24)
gdzie:
m ie —masa i tadunek elektronu,
c — predkos¢ $wiatla,
n — wspotczynnik zatamania $wiatla,
vV —liczba falowa (w cm™).

Wielkos$¢ f jest bezwymiarowa i znormalizowana do 1. Dla przej$¢ wzbronio-
nych wartoéci f sg nie wieksze niz ~1073 i odpowiadaja wartosciom & rzedu 10
lub mniejszym. Dla przej$¢ dozwolonych wartosci f* 1 £ sa znacznie wyzsze. Dla
niektérych przejs¢ f jest bliskie 1, co odpowiada wartosciom ¢ rzedu 10°.

Na gruncie mechaniki kwantowej przejscie migdzy dwoma stanami opisuje
moment przej$cia. Na tej podstawie zostaly okreslone podstawowe reguty wy-
boru dla przejs¢ elektronowych. Wzbronione sg przejscia elektronowe migdzy
stanami o r6znej multipletowosci. Dozwolone sa natomiast przejscia miedzy sta-
nami o tej samej multipletowosci. Mimo tej reguly przejscia singlet-tryplet sa
obserwowane, ze wzgledu na sprzgzenie spin-orbita, ale charakteryzuja si¢ niska
intensywnoscia.

Przejscia elektronowe moga by¢ wzbronione ze wzgledu na symetrie. RoOw-
niez te przejscia sg obserwowane ze wzgledu na tzw. sprzgzenie wibronowe, ale
charakteryzuja si¢ mala intensywnos$cig i ich pasma posiadajg strukture oscyla-
cyjna.

Rodzaje przejs¢ elektronowych

W czasteczkach zwiazkow organicznych elektrony tworzace wigzania znajdu-
ja sie na orbitalach czasteczkowych, powstatych z odpowiednich orbitali ato-
mowych (Valeur, 2001). Orbitale czasteczkowe (wigzania) typu o tworzone sg
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Absorpcja jest mierzona jednocze$nie w calym zakresie spektralnym, a czas
pomiaru, gdy otwarta jest przestona, jest bardzo krotki. Dzigki krotkiemu czasowi
ekspozycji na promieniowanie probka i odnosnik moga by¢ umieszczone bezpo-
$rednio za zrodtem. Rozdzielczo$¢ zalezy od liczby diod w szeregu i ich charak-
terystyki. Taki spos6b pomiaru umozliwia badanie probek w ruchu, w rotujacych
kuwetach lub przemieszczajacych si¢ np. na linii produkcyjnej. Przyrzady te nie
zawieraja ruchomych czesci, sg stabilne 1 odporne. Spektrofotometry wielokana-
fowe moga mie¢ takze konfiguracj¢ przyrzadow dwuwigzkowych (Steiner, 2005).

Spektrofotometry z nieruchoma siatkg dyfrakcyjng i szeregiem fotodiod
w roli detektora stanowig tansza konfiguracje w stosunku do spektrofotome-
trow skanujacych. Duza zaleta takiego uktadu jest mozliwo$¢ miniaturyzacji
(Xie i in., 2016).

Spektrofotometry LED

Spektrofotometry ze zrodtami w postaci diod emitujacych promieniowanie
(light-emitting diode, LED) pracuja przy wybranych dlugosciach fali. Nie maja
ruchomych czesci. Ze wzgledu na zastosowanie zrodet LED emitujacych pro-
mieniowanie w postaci waskich pasm przy wybranych, dyskretnych dlugosciach
fali w tych przyrzadach nie ma potrzeby stosowania selektora dlugosci fali w po-
staci monochromatorow lub filtrow. Filtry interferencyjne moga by¢ stosowane
w celu ograniczenia szeroko$ci spektralnej wiazki. Zaleta jest mozliwos¢ mi-
niaturyzacji i duza stabilno$¢ zrédet promieniowania (Steiner, 2005). Przyrzady
maja kompaktowa budowe i sa przeznaczone do okreslonych zastosowan, ponie-
waz umozliwiaja pomiary tylko przy kilku wybranych dlugosciach fali. Dostep-
na jest ograniczona liczba diod LED (Xie i in., 2016).

Spektrofotometry z laserami diodowymi

Spektrofotometry z laserami diodowymi jako zrédlem promieniowania umoz-
liwiajg uzyskanie bardzo waskiej wigzki promieniowania o znacznie wyzszej
intensywno$¢ w poréwnaniu z innymi spektrofotometrami. Tego rodzaju przy-
rzady nie sg jednak powszechnie stosowane.

Spektrofotometry z transformacja Fouriera (FT)

Spektrofotometry z transformacja Fouriera sa stosowane do pomiarow w za-
kresie MIR 1 NIR (Agelet i Hurburgh, 2010). Pomiary w spektrofotometrach
FT dokonywane s3 nie w domenie czestosci, jak w przyrzadach dyspersyjnych,
a w domenie czasu. Bezposrednim wynikiem pomiaru jest tzw. interferogram,
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ktory przedstawia intensywno$¢ sygnatu jako funkcje czasu, w przeciwienstwie
do przyrzadow dyspersyjnych, na ktorych mierzone jest bezposrednio widmo
jako funkcja czestosci.

Schemat spektrofotometru FT MIR przedstawiono na rysunku 3.14. W spek-
trofotometrach z transformacja Fouriera pracujacych w zakresie podczerwieni
wykorzystuje si¢ interferometr Michelsona. Promieniowanie podczerwone przez
dzielnik wiazki jest dzielone na dwie wigzki o jednakowej intensywnosci. Dziel-
nik wigzki powinien odbija¢ okoto 90% promieniowania i nie wykazywac ab-
sorpcji w zakresie pomiarowym. Jedna z wigzek odbijana jest od nieruchomego
zwierciadta, druga od zwierciadta ruchomego, ktérego ruch jest kontrolowany
precyzyjnie, zwykle przez laser helowo-neonowy. Odbite wiazki ulegaja inter-
ferencji. Roznica drog optycznych wiazek, zalezna od potozenia ruchomego
zwierciadta, prowadzi do réznego stopnia interferencji. Wigzka interferencyjna,
po przejsciu przez probke, dochodzi do detektora, ktory mierzy intensywnosé
sygnatu jako funkcje przesuwu zwierciadla lub funkcje czasu (pomiar w dome-
nie czasu). Rejestrowany sygnatl nazywa si¢ interferogramem i zawiera informa-
cje dla wszystkich dtugosci fali mierzonego promieniowania. Z zastosowaniem

Nieruchome

zwierciadlo Interferometr

Michelsona

Lampa

Dzielnik H
wigzki “«—>

Ruchome
zwierciadto

(D)

| ]

[ "] Probka

Detektor [~———~-- »  Interferogram  |-------- > Widmo

Rysunek 3.14. Schemat spektrofotometru FT MIR
Zrodto: na podstawie (Kealey i Haines, 2006).
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funkcji tzw. szybkiej transformaty Fouriera (fast Fourier transform, FFT) inter-
ferogram zostaje przeksztatcony w widmo (Agelet i Hurburgh, 2010).

Widmo badanej substancji otrzymuje si¢ przez zarejestrowanie dwoch inter-
ferogramow: bez probki w drodze optycznej oraz z probka. Probka absorbujaca
promieniowanie ostabia intensywno$¢ wiazki. Na kolejnym etapie interferogra-
my te sg przeksztatcane osobno w widmo. Nastepnie oblicza si¢ stosunek widma
zarejestrowanego w obecnosci probki do widma otrzymanego dla tta lub od-
no$nika. Stosunek ten zalezy jedynie od absorpcji promieniowania przez prob-
ke. Jedno przejscie promieniowania przez probke pozwala na rejestracje widma
w catym zakresie spektralnym.

Spektrofotometry FT MIR charakteryzuja si¢ wieloma zaletami w porownaniu
z tradycyjnymi przyrzadami, ze wzgledu na zastosowanie w nich interferometru.
Jedng z zalet jest jednoczesna detekcja wszystkich czestosci promieniowania, co
pozwala na skrocenie czasu pomiaru i uzyskanie lepszego stosunku sygnatu do
szumu. Jest to tzw. korzy$¢ Fellgetta (zysk multipleksowy). Jedno przejécie pro-
mieniowania przez probke pozwala na rejestracj¢ widma w catym zakresie spek-
tralnym. W zaleznos$ci od rozdzielczosci spektralnej i odpowiedzi detektora, czas
rejestracji jednego widma moze wynosi¢ od 0,01 do 1 s. Umozliwia to akumulacje
wielu skanow dla uzyskania odpowiedniego stosunku sygnatu do szumu.

Kolejna zaleta — tzw. korzy$¢ Jacquinota (zysk przepustowosci) — wynika
z braku szczelin ograniczajacych wigzke promieniowania, dzigki czemu wigksza
jest zdolno$¢ przepustowa uktadu optycznego i do detektora dociera znacznie
wigcej promieniowania niz w przyrzadach dyspersyjnych. Pozwala to na uzyska-
nie lepszego stosunku sygnatu do szumu.

Wazng zaletag wynikajacg z zasady pomiaru jest wyjatkowa doktadnos¢ usta-
wienia czestosci — lepsza niz 0,01 cm™!. Jest to tzw. korzy$¢ Connes (zysk rejestra-
cji). Rozdzielczos¢ spektralna zalezy od klasy przyrzadu. W spektrofotometrach
do rutynowych pomiaréw wynosi okoto 1 ecm™!, w przyrzadach badawczych
moze osigga¢ nawet do 0,001 cm™!. Dodatkowa zaleta przyrzadow jest mozli-
wos¢ wyboru rozdzielczosci spektralne;.

Przeksztalcenia matematyczne obejmujace odjecie tta i usrednienie wielo-
krotnego skanowania pozwalajg na uzyskanie doktadniejszych widm. Do zalet
przyrzadow FT MIR w poréwnaniu z dyspersyjnymi nalezg rdwniez: prosta bu-
dowa oraz brak probleméw wynikajgcych z rozproszenia $wiatla.

Spektrofotometry FT NIR dziatajg na podobnej zasadzie jak FT MIR (Sablin-
skas, 2003). Umozliwiaja uzyskanie znacznie wyzszej rozdzielczos$ci spektralne;
niz w spektrofotometrach dyspersyjnych. Typowo na przyrzadach FT NIR uzy-
skuje sie rozdzielczos¢ 8-16 cm™!, a na przyrzadach dyspersyjnych wynosi ona
okoto 50 cm™! przy liczbie falowej okoto 10 000 cm™'. Z drugiej strony uwaza
si¢, ze spektrofotometry dyspersyjne NIR charakteryzuja si¢ lepsza powtarzalno-
$cig pomiarow absorbancji w poréwnaniu z FT NIR (Abo, 2007).
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3.3.2. Elementy budowy spektrofotometrow absorpcyjnych

Zrédla promieniowania

Idealne zrodta promieniowania powinny si¢ charakteryzowa¢ emisja w odpo-
wiednio szerokim zakresie spektralnym, statg intensywnos$cig, niskim poziomem
szumow 1 dlugoterminowa stabilno$ciag. Rzeczywiste zrodta swiatta zwykle nie
spetniaja tych warunkéw (Owen, 2000). W praktyce na prace zrodta promienio-
wania moze wptywa¢ wiele czynnikow, m.in. zmiany temperatury i niestabil-
no$¢ systemu zasilania (Xie i in., 2016).

Stabilno$¢ $wiatta emitowanego przez zrddto jest krytycznym czynnikiem
pracy spektrofotometru. Zanim dokona si¢ pomiaréw probki, wykonywana
jest kalibracja obejmujaca pomiar przy wylaczonym doptywie swiatta do de-
tektora oraz pomiar widma odno$nika. Absorbancja 4 wyznaczana jest we-
dtug wzoru:

A=— log( Ipr()bka - Iprz;d ciemny J’

Todnosnik — 1 prad ciemny (3'8)
gdzie:
Inrobka — intensywnos$¢ promieniowania odbitego lub przepuszczonego
przez probke,
Iprad ciemny — Sygnat z detektora przy wylgczonym doptywie Swiatla,
Lydnosnik ~ — intensywno$¢ promieniowania odbitego lub przepuszczonego

przez odnosnik.

Pomiar widma odnosnika powinien by¢ wykonywany w takich samych warun-
kach, w jakich wykonuje si¢ pomiary probek.

W przyrzadach wykorzystuje si¢ zrodta termiczne i nietermiczne. Do zrodet
termicznych zalicza si¢ wlokno Nernsta, lampy wolframowo-halogenowe lub
lampy wolframowe. Do zalet lamp wolframowo-halogenowych naleza szeroki
zakres emisji obejmujacy promieniowanie Vis i NIR oraz niska cena. Wadami
sa: emitowanie duzej ilosci ciepta, ktére moze niekorzystnie dziata¢ na probke,
ograniczony czas zycia, mozliwo$¢ zmian intensywno$ci emisji w czasie i jej
zaleznos¢ od diugosci fali (Agelet i Hurburgh, 2010).

Zrédla nietermiczne obejmuja m.in.: lampy wyladowcze, diody emitujace
$wiatlo (LED) oraz lasery tradycyjne i diodowe. Zrodta te sa bardziej wydajne,
emituja promieniowanie w wezszym zakresie i moga by¢ regulowane elektro-
nicznie.

Diody emitujace $wiatto maja wiele zalet: dtugi czas zycia, nie sa czule na
wibracje, nie emituja ciepla. Emituja promieniowanie w okreslonym zakresie.
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Jesli wymagany jest szerszy zakres dlugosci fali, mozna wykorzysta¢ kilka diod
wraz z filtrami interferencyjnymi waskopasmowymi, jednak takie rozwigzanie
zwigksza koszty przyrzadu. Ponadto dos¢ szerokie pasma emitowane przez LED
w zakresie okoto 30—50 nm wokot podstawowej dlugosci fali mogg wymagaé
zastosowania monochromatora (Xie i in., 2016). Zrodta te w ostatnich latach s
udoskonalane, np. w niektorych przyrzadach komercyjnych mozliwe jest tatwe
przetaczanie zrodta LED w zalezno$ci od aplikacji. Sg dobrym zrodtem w mi-
niaturowych, przenosnych przyrzadach do zastosowan poza laboratorium (Age-
let i Hurburgh, 2010).

Najbardziej nowoczesnymi zrédtami sg przestrajalne lasery diodowe. Lase-
ry te sg znacznie mniejsze i tansze od tradycyjnych, zapewniaja $wietna roz-
dzielczos¢ spektralng, jasniejsze $wiatto 1 nizszy poziom szumow w porownaniu
z lampami halogenowymi (Agelet i Hurburgh, 2010).

Jednym z podstawowych kryteriow wyboru zrodta swiatta jest zakres spek-
tralny wymagany do pomiarow. W tabeli 3.2 przedstawiono zakresy emisji wy-
branych Zrédet promieniowania.

Tabela 3.2. Zrodla promieniowania o widmie ciaglym stosowane w spektro-
skopii absorpcyjnej

Zrédlo Zakres dlugosci fali (nm) Zastosowania
Lampa ksenonowa 250-600 UV Vis
Lampa wodorowa i deuterowa 160-380 uv
Lampa wolframowo-halogenowa 240-2500 Vis NIR
Lampa wolframowa 350-2200 Vis NIR
Widkno Nernsta 400-20 000 MIR
Globar 120040 000 MIR

Zrodto: na podstawie (Skoog i in., 2007).

W zakresie MIR jako zrodta promieniowania stosuje si¢ wtokno Nernsta. Jest
to podgrzewane ceramiczne widkno zwierajace tlenki pierwiastkow ziem rzad-
kich — ceru, cyrkonu, toru i itru. Innym zrodtem stosowanym w MIR jest Globar,
pret wykonany z weglika krzemu (SiC).

W zakresie NIR powszechnie stosowane sa lampy wolframowo-halogenowe.
Nowe zrédta promieniowania obejmuja diody emitujace §wiatto (LED) i lase-
ry diodowe. Wybor zrodta §wiatta w NIR uzalezniony jest m.in. od stosowanej
metody pomiaru probki. Konfiguracja i intensywnos¢ o§wietlania probki powin-
ny by¢ dostosowane do metody pomiaru. W wypadku pomiaréow odbicia i in-
teraktancji dlugos¢ drogi optycznej jest krotsza niz w pomiarach transmitancji
i mozna stosowa¢ promieniowanie o mniejszej intensywnosci. Wystarczajace sg
lampy o mocy 20-150 W (Xie i in., 2016).



3.3. Aparatura do pomiaru widm 117

W zakresie UV i Vis wykorzystywane si¢ dwie lampy: tukowe lampy deute-
rowe, emitujace promieniowanie w zakresie UV, i lampy wolframowe lub halo-
genowe, emitujace w zakresie Vis. Automatyczny selektor przetacza odpowied-
nig dla danego zakresu lampe lub probka jest naswietlana jednoczesnie §wiattem
z obu zrddel, potagczonym w jedng wiazke (Owen, 2000).

Lukowe lampy deuterowe charakteryzuja si¢ emisja promieniowania w za-
kresie 180-350 nm. Szum zwigzany z emisjg tych lamp czesto jest czynnikiem
limitujacym szum catego przyrzadu. Ich intensywno$¢ w czasie eksploatacji
czesciowo si¢ obniza. Potlowkowy czas zycia, w ktorym intensywnos¢ lampy
spada do potowy wartosci intensywnosci poczatkowej, wynosi okoto 1000 go-
dzin (Owen, 2000; Sablinskas, 2003).

Lampy wolframowo-halogenowe charakteryzujg si¢ dobrg intensywnoscig
emisji w zakresie widzialnym i NIR oraz w czgsci zakresu UV, a takze niskim
poziomem szumu, matym dryftem i dluzszym czasem potowkowym zycia wy-
noszacym okoto 10 000 godzin.

Dla catego zakresu UV Vis mozna stosowac¢ lukowa lampe ksenonowg emitu-
jaca promieniowanie w zakresie 175-1000 nm. Jednak ta emisja charakteryzuje
si¢ wysokim poziomem szumow. Z tego powodu jej zastosowanie ogranicza si¢
do metody dyfuzyjnego odbicia, gdzie podstawowe znaczenie ma wysoka inten-
sywnos$¢ promieniowania. Do wybranych aplikacji w zakresie UV Vis mozliwe
jest zastosowanie przestrajalnych laserow (Owen, 2000).

Detektory

Detektory przeksztatcaja sygnat optyczny w postaci promieniowania w sygnat
elektryczny (Agelet i Hurburgh, 2010). Sygnat jest wzmacniany i przeksztatca-
ny w cyfrowy, ktory dalej moze by¢ przetwarzany przez komputer. Detektory
powinny charakteryzowac si¢ liniowg funkcja odpowiedzi w szerokim zakresie,
wysoka czuloscig i niskim poziomem szumow.

Efektywny detektor powinien si¢ charakteryzowaé liniowg zalezno$cig mig-
dzy intensywnos$cig promieniowania a sygnalem w calym dynamicznym za-
kresie pracy, tzn. od minimalnego wykrywalnego sygnatu do maksimum przed
osiggnieciem nasycenia. Mierzona liniowos¢ zalezy od charakterystyki detekto-
ra, a takze od innych czynnikow, m.in. liczby bitdw przetwornika analogowo-
-cyfrowego, niewielkich nieprawidtowosci geometrii itp. (Xie i in., 2016).

Detektory i wzmacniacze sg uznawane za najczgstsze zrodta losowego szumu
w przyrzadzie. Szum ten w wiekszosci spektrofotometrow komercyjnych jest
redukowany poprzez usrednianie kilku widm danej probki.

Zaleznie od liczby dostepnych kanalow wyrdznia si¢ detektory jedno- i wie-
lokanatowe. Przy zastosowaniu detektorow jednokanatowych pomiar widma
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4.5. Metody klasyfikacyjne

Metody klasyfikacyjne nazywane sa rowniez metodami rozpoznawania wzor-
cow z nauczycielem. Metody te znajduja szerokie zastosowania w badaniach
zywnosci, zwlaszcza w badaniach jej autentyczno$ci, np. pochodzenia geogra-
ficznego, wytwarzania z zastosowaniem okreslonych procesow technologicz-
nych, warunkow uprawy lub hodowli itp.

Klasyfikacja polega na przypisaniu probki do jednej lub kilku grup na podstawie
podobienstwa jej cech do cech probek nalezacych do danej grupy. W interpretacji
geometrycznej klasyfikacja odpowiada identyfikacji regionu w hiperprzestrzeni
zmiennych odpowiadajacego roznym klasom (Bevilacqua i in., 2013). Klasa lub
grupa oznacza zbior obiektow o podobnej charakterystyce. Definicja klasy za-
lezna jest od rozwigzywanego problemu i celu analizy. W odroznieniu od metod
eksploracyjnych, w metodach klasyfikacyjnych klasy sa zdefiniowane a priori
i informacja o przynaleznosci obiektu do okreslonej grupy jest wykorzystywana
w procesie opracowania modelu klasyfikacyjnego.

Model klasyfikacyjny opisuje matematyczng zalezno$¢ pomigedzy zmiennymi
zaleznymi (np. widmami) a jakosciowg zmienng niezalezng — okreslajaca przy-
nalezno$¢ probki do danej grupy. Na podstawie opracowanego modelu mozliwe
jest okreslenie przynaleznosci probki do okreslonej grupy na podstawie jej cech
(Ballabio i Todeschini, 2009).

Wsrod metod klasyfikacji wyrdznia si¢ metody dyskryminacyjne i modelo-
wania klas. Ich ide¢ przedstawiono na rysunku 4.17.

W metodach dyskryminacyjnych kryterium klasyfikacji stanowig roznice
migdzy probkami nalezagcymi do réznych grup. Cata hiperprzestrzen jest dzielo-
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Rysunek 4.17. Roznica miedzy metodami klasyfikacyjnymi: A — metody dyskrymi-
nacyjne i B — metody modelowania klas

Zrédto: na podstawie (Bevilacqua i in., 2013).
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na na pewng liczbg obszaré6w odpowiadajacg liczbie grup. Probka jest przypisy-
wana do odpowiedniej grupy na podstawie jej cech. Jesli stosowane sa metody
dyskryminacyjne, kazda z nowych probek zostaje przypisana do jednej ze zdefi-
niowanych klas.

Metody modelowania klas opierajg si¢ na modelowaniu podobienstwa mie-
dzy obiektami nalezacymi do tej samej grupy. Odpowiada to okresleniu w wielo-
wymiarowej przestrzeni granicy oddzielajacej cze$¢ obejmujaca dang klase. Jesli
probka znajduje si¢ w tym obszarze, jest uznawana za nalezacg do danej klasy;
W przeciwnym razie nie jest uznawana za jej cztonka. Kazda klasa jest modelo-
wana niezaleznie. Czg$¢ hiperprzestrzenni moze odpowiada¢ wigcej niz jednej
klasie lub tez zadnej z klas. W wyniku analizy probka moze by¢ przypisana tyl-
ko do jednej klasy, do wigcej niz jednej albo nie by¢ przypisana do zadnej. Za-
leta metod modelowania klas jest mozliwo$¢ zidentyfikowania probek, ktore nie
nalezg do zadnej z badanych grup, a zatem moga naleze¢ do klas, ktore nie byty
uwzgledniane przy tworzeniu modelu. Ponadto, poniewaz klasy sa modelowa-
ne niezaleznie, mozliwe jest uzupehienie istniejacego modelu o nowa grupe,
bez koniecznosci ponownych obliczen dla klas juz uwzglednionych w analizie.
Metody modelowania klas sa szczegolnie przydatne w badaniach autentyczno-
$ci zywnosci.

Inny podziat metod klasyfikacyjnych opiera si¢ na postaci matematycznej
funkcji stanowiacej regute klasyfikacyjna. Wyrdznia si¢ metody liniowe i nie-
liniowe. W metodach liniowych reguty klasyfikacyjne prowadza do wyznacze-
nia granicy decyzyjnej, ktora jest liniowa funkcja oryginalnych zmiennych (linia
w dwuwymiarowej przestrzeni; ptaszczyzna w trojwymiarowej lub hiperptasz-
czyzna w wyzszych wymiarach). Reguty klasyfikacyjne dla metod nieliniowych
wyznaczajg bardziej ztozone hiperpowierzchnie rozdzielajace regiony odpowia-
dajace r6znym grupom. Metody nieliniowe dzieli si¢ w zaleznoséci od rodzaju
nieliniowosci (np. na kwadratowe, wielomianowe itd.).

Metody klasyfikacyjne dzieli si¢ ponadto na probabilistyczne i oparte na mia-
rach odlegtosci. Metody probabilistyczne opieraja si¢ na zatozeniach prawdopo-
dobienstwa wystapienia okreslonego rozktadu danych. Wyro6znia si¢ wsrod nich
metody parametryczne i nieparametryczne. W metodach opartych na miarach
odlegtosci wyznacza si¢ odleglosci miedzy obiektami lub obiektami i modelami.

4.5.1. Analiza dyskryminacyjna

Liniowa analiza dyskryminacyjna (linear discriminant analysis, LDA) zostala
opracowana przez Fishera (1936). Metoda ta jest pierwszg opisang w literatu-
rze metodg klasyfikacji i powszechnie stosowang ze wzgledu na swoja prostote
i uniwersalnos¢ (Bevilacqua i in., 2013).
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Metoda LDA jest technika liniowa (rysunek 4.18.A). Granice decyzyjne od-
dzielajace klasy w wielowymiarowe] przestrzeni zmiennych sg hiperptaszczy-
znami.
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Rysunek 4.18. Analiza dyskryminacyjna: A — liniowa analiza dyskryminacyjna;
B — kwadratowa analiza dyskryminacyjna
Zrodto: na podstawie (Marini, 2010).

Liniowa analiza dyskryminacyjna polega na wyznaczeniu liniowej funkcji
dyskryminacyjnej, bedacej kombinacjg oryginalnych zmiennych. Funkcja ta
maksymalizuje stosunek zmienno$ci miedzy klasami i minimalizuje stosunek
zmienno$ci wewnatrz klas.

Jest to metoda parametryczna, opiera si¢ na kilku zatozeniach: dla kazdej
grupy dane majg wiclowymiarowy normalny rozktad, macierze wariancji/kowa-
riancji dla roznych grup sg pordéwnywalne, grupy probek powinny by¢ liniowo
separowalne, liczba probek przewyzsza liczbe zmiennych. Uwaza sig, ze stosu-
nek liczby probek do liczby zmiennych powinien wynosi¢ co najmniej 3 (Bevi-
lacqua i in., 2013). Metoda LDA nie jest odpowiednia do analizy skorelowanych
danych. Ze wzgledu na ograniczenia dotyczgce liczby probek i zmiennych, przy
analizie danych spektralnych stosuje si¢ metody wyboru lub redukcji zmiennych,
np. potaczenie metody PCA i LDA.

Metoda LDA moze by¢ rozpatrywana jako podobna do PCA metoda reduk-
cji, w ktorej wyznaczana jest hiperprzestrzen, na ktorg dokonuje si¢ projekcji
punktow z przestrzeni o wyzszym wymiarze. Jednakze w metodzie PCA w prze-
strzeni wybierany jest kierunek, ktory zachowuje maksymalnie strukture danych,
natomiast w metodzie LDA wybierany jest kierunek umozliwiajacy najlepsza
separacj¢ klas. Zmienne otrzymywane w metodzie LDA, nazywane zmiennymi
kanonicznymi, stanowig liniowa kombinacja zmiennych wyjsciowych.
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Kwadratowa analiza dyskryminacyjna (quadratic discriminant analysis,
QDA) jest rodzajem analizy dyskryminacyjnej, w ktorej granice oddzielajace po-
szczegblne grupy sa funkcjami kwadratowymi (rysunek 4.18.B). Jest ona mniej
restrykcyjna niz LDA w odniesieniu do rozkladow obiektow w przestrzeni, ale
wymagania dotyczace stosunku liczby probek do liczby zmiennych sg tu jeszcze
bardziej restrykcyjne (Berrueta, Alonso-Salces i Héberger, 2007).

4.5.2. Metoda najblizszych sasiadow

Metoda k najblizszych sgsiadow (k-nearest neighbors, kNN) jest nieparame-
tryczng metodg klasyfikacyjng (Marini, 2010). Oznacza to, ze postac¢ funkcji roz-
ktadu prawdopodobienstwa nie jest zakltadana a priori. W szczeg6lnosci, w fazie
modelowania dla kazdej probki jest wykorzystywana tylko lokalna informacja
niesiona przez k najblizszych probek.

Ide¢ metody ANN przedstawiono na rysunku 4.19.
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Rysunek 4.19. Metoda k-najblizszych sasiadéw, k =5
Zrédto: na podstawie (Marini, 2010).

Metoda ta polega na wyznaczeniu odlegtosci migdzy nieznanym obiektem
a kazdym obiektem w zbiorze uczacym. Odlegtos¢ w hiperprzestrzeni jest de-
finiowana zwykle jako odlegtos¢ euklidesowa, ale stosuje si¢ takze inne miary,
np. odlegto$§¢ manhattanska. Obiekty badane sg przyporzadkowane do odpo-
wiednich klas na podstawie okreslenia ich odlegtosci od & najblizszych sasia-
dow. W najprostszym wariancie badany obiekt jest uznawany za nalezacy do
klasy, do ktorej przynalezy wigkszo$¢ k obiektow potozonych w jego najbliz-
szym sasiedztwie. W przyktadzie przedstawionym na rysunku 4.19, poniewaz
sposrod pieciu najblizszych sgsiadéw nieznanej probki dwie naleza do klasy A,
trzy za$ do klasy B, probka zostaje przypisana do klasy B.
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Optymalna warto$¢ k& wybierana jest na podstawie wyznaczonej zdolnosci
przewidywania modeli dla réznych jej wartosci. Najczgsciej wybierane sa
mate wartosci &, od 3 do 5, zwykle liczby nieparzyste. W celu uniknigcia efek-
tow zwigzanych z roznymi skalami zmiennych wymagane jest przeksztatcenie
danych wyjsciowych. Metoda ta moze zosta¢ wykorzystana rowniez do analizy
danych zredukowanych metoda PCA.

Metoda ANN charakteryzuje si¢ kilkoma zaletami. Najwigksza jest mozliwos¢
jej stosowania do wigkszosci danych. Nie jest tu wymagany okreslony stosunek
liczby probek do zmiennych. Jest stosunkowo prosta, nie wymaga skomplikowa-
nego aparatu matematycznego, a pozwala uzyska¢ wyniki porownywalne z in-
nymi, bardziej skomplikowanymi metodami lub lepsze od nich. Nie wymaga
wstepnych zatozen statystycznych, jak np. rozktad normalny proby, jej efektyw-
no$¢ nie zalezy od przestrzennego rozktadu klas. Moze by¢ wykorzystywana
w sytuacji gdy liczba probek jest niewielka oraz gdy wystepuje grupowanie we-
wnatrz klas.

Z drugiej strony metoda ma ograniczenia podobne do metody LDA. Nie jest
odpowiednia dla analizy probek, dla ktorych wystepuja duze réznice w liczebno-
$ci poszczegblnych klas. W takiej sytuacji mozna wykorzysta¢ rézne modyfika-
cje metody. Klasy zawierajace wicksza liczbe probek dominuja w przypisywaniu
przynalezno$ci nowym probkom. Ten problem czg¢éciowo rozwigzuje wprowa-
dzenie wazonych czynnikow, takich jak odlegto$¢ migdzy nieznang probka a jej
najblizszym sasiadem. Poniewaz metoda opiera si¢ na wyznaczeniu odlegtosci,
problemem jest obecno$¢ szuméw w postaci nieistotnych lub btednie skalowa-
nych zmiennych. Dlatego przy stosowaniu metody ANN rekomendowany jest
staranny wybor zmiennych i sposobu ich przeksztalcania.

Metoda ANN dostarcza niewiele informacji na temat struktury klas oraz
wzglednej waznosci poszczegolnych zmiennych w klasyfikacji. Ponadto nie daje
mozliwosci graficznej prezentacji wynikow, a w wypadku duzej liczby probek
obliczenia sg dos¢ dtugotrwate.

4.5.3. Analiza dyskryminacyjna metoda czastkowych najmniejszych
kwadratow

Metody klasyfikacyjne mozna interpretowac jako metody majace na celu znale-
zienie zalezno$ci miedzy wielowymiarowym zbiorem zmiennych niezaleznych
X a zbiorem jakosciowych zmiennych zaleznych Y. Do rozwigzania proble-
moéw klasyfikacyjnych mozna zatem stosowaé metody regresji. Na takim zato-
zeniu opiera si¢ analiza dyskryminacyjna metoda czastkowych najmniejszych
kwadratow (partial least squares-discriminant analysis, PLS DA) (Barker
i Rayens, 2003).
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przeciwnej stronie owocu w stosunku do lampy. Taki uktad umozliwial pota-
czenie systemow sortujacych na podstawie zawartosci ekstraktu i barwy. W ba-
daniach duzych owocow stosuje sie¢ zrodta swiatta o duzej mocy, np. dla arbu-
zOW stosowane s3 lampy halogenowe o mocy 32 100 W (Saranwong i Kawano,
2006). Problemem przy zastosowaniu lamp o wysokiej mocy jest wydzielanie
znacznych ilo$ci ciepta, ktoére moga uszkodzi¢ badane produkty.

Obecnie projektowane, komercyjne linie sortujace umozliwiaja podziat owo-
cOw 1 warzyw na odpowiednie kategorie oraz ich pakowanie. Na podstawie po-
miardow spektroskopowych sortowanie odbywa si¢ wedlug roznych kryteriow,
m.in.: zawarto$ci ekstraktu, cukru i suchej masy, twardosci, obecnosci defek-
tow wewnetrznych itp. (Xie i in., 2016). Zastosowanie automatycznych syste-
moéw usprawnia proces sortowania i pakowania oraz umozliwia zwiekszenie
konkurencyjnosci poprzez wytwarzanie produktow o wyzszej, stalej jakosci.

Autentyczno$¢ owocow i warzyw

Badania autentycznos$ci warzyw i owocow obejmuja identyfikacje odmian, spo-
sobu uprawy i pochodzenia geograficznego.

Schmutzler i Huck (2014) zastosowali spektroskopi¢ NIR do badania pocho-
dzenia geograficznego jabtek. Badano 160 jablek Golden Delicious pochodza-
cych z 16 réznych upraw w potudniowym Tyrolu we Wtoszech oraz 235 jabtek
Golden Delicious pochodzacych z dwudziestu panstw, z réznych kontynen-
tow. Wyboru probek, w szczegoélnosci jabtek z badanego regionu Wioch, doko-
nano w sposob kontrolowany, tak aby zminimalizowa¢ inne czynniki zmienno-
$ci. Mniej Scista byta kontrola probek z pozostatych regiondéw, probki mogtly si¢
r6zni¢ dojrzatoscig, warunkami przechowywania itp. Analiza PCA zastosowana
do widm NIR owocow uzyskanych metodg skanowania powierzchni wykazata
réznicowanie jabtek z regionow alpejskich i pozostatych. Ponadto analiza PCA
przeprowadzona dla jabtek pochodzacych wylacznie z rejonow alpejskich wy-
kazata zréznicowanie zaleznie od miejsca uprawy. Stwierdzono podobienstwo
i grupowanie widm jabtek pochodzacych z réznych sadéw lezacych w tej sa-
mej dolinie. W pewnym zakresie mozliwe byto odréznienie jabtek uprawianych
w trzech roznych alpejskich dolinach. Réznicowanie to byto lepsze dla owo-
cow pochodzacych z bardziej odlegtych dolin. Badania dotyczyly jablek zebra-
nych w jednym sezonie. Mimo ze wyniki sa interesujace, wedtug autorow nalezy
wzigé pod uwage, ze roznice sezonowe i odmian mogg w wigkszym stopniu
wplywac na zroznicowanie wlasciwosci niz miejsce uprawy.

Amodio, Ceglie, Chaudhry, Piazzolla i Colelli (2017) spektroskopi¢ NIR za-
stosowali do klasyfikacji truskawek ze wzgledu na system uprawy. Na podstawie
widm odbiciowych zmierzonych dla catych owocow (n = 219) z zastosowaniem
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metody PLS DA uzyskano poprawna klasyfikacje (98% dla zbioru testowe-
go) truskawek pochodzacych z upraw konwencjonalnych i dwoch upraw orga-
nicznych réznigcych si¢ sposobem nawozenia.

Ocena jakosci przetworow owocowych i warzywnych

Metody spektroskopowe stosuje si¢ do kontroli jakosci przetworow owocowych
1 warzywnych. Badania obejmujg oznaczanie sktadnikow, wlasciwosci przeciw-
utleniajacych, sensorycznych oraz oceng autentycznoSci.

Sktadniki i wlasciwosci

Z zastosowaniem spektroskopii NIR oznaczano m.in. zawarto$¢ cukrow — sa-
charozy, glukozy i fruktozy — w sokach jablkowych i pomaranczowych (Rodri-
guez-Saona, Fry, McLaughlin i Calvey, 2001) oraz w syropach (Henn, Schwab
i Huck, 2016).

L. F. Leopold, N. Leopold, Diehl i Socaciu (2012) zastosowali spektrosko-
pie FT MIR i metode PLS do oznaczana pojemno$ci przeciwutleniajacej so-
kéw z roznych owocdw (n = 23). Uzyskany model PLS charakteryzowal sie
wspotczynnikiem korelacji R = 0,97.

Ayvaz i wspotautorzy (2016) oznaczali parametry jako$ciowe sokow pomi-
dorowych z zastosowaniem przeno$nego spektrofotometru FT MIR. Uzyskane
modele kalibracyjne PLS dla sktadnikow chemicznych (glukozy, fruktozy, cu-
krow redukujacych, ekstraktu, pH) i parametrow opisujacych teksture dla zbioru
testowego charakteryzowaty si¢ wspotczynnikami korelacji R > 0,82.

Prowadzone sa badania nad zastosowaniem metod fluorescencyjnych do
oceny jakosci sokéw. W badaniach sokéw jabtkowych otrzymanych z owo-
cow o réznym stopniu dojrzatosci wykazano korelacj¢ fluorescencji i wybranych
parametrow jakosciowych (Seiden, Bro, Poll i Munck, 1996). Z zastosowaniem
spektroskopii fluorescencyjnej oznaczano wlasciwosci przeciwutleniajace prze-
tworow owocowych i warzywnych. Badano m.in. zawartos¢ przeciwutleniaczy
1 pojemnos¢ przeciwutleniajacg komercyjnych sokow jabtkowych (n = 30) z za-
stosowaniem roznych technik pomiarow widm fluorescencji (Wtodarska, Pawlak-
-Lemanska, Khmelinskii i Sikorska, 2016, 2017a, 2017b). Wykazano, ze po-
miar widm synchronicznych fluorescencji moze by¢ wykorzystany jako metoda
przesiewowa, umozliwiajaca odroznianie sokow jablkowych o niskiej i wysokiej
aktywnosci przeciwutleniajacej (Wtodarska i in., 2017b). W tabeli 6.1 przedsta-
wiono charakterystyke modeli PLS dla oznaczania catkowitej zawarto$ci zwigz-
kéw fenolowych, flawonoidow i pojemnos$ci przeciwutleniajagcej na podstawie
widm synchronicznych fluorescencji.
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Tabela 6.1. Modele PLS do oznaczania calkowitej zawartoSci polifenoli (TPC), fla-
wonoidow (TFC) i calkowitej pojemnosci przeciwutleniajacej (TAC) sokéw jablko-
wych na podstawie widm synchronicznych fluorescencji, n» = 30

Model LZ Kalibracja Walidacja RPD
R? RMSEC* R? RMSECV*

TPC

uTSF 9 0,970 68,9 0,740 208,7 1,9
SF, A1 =80 nm 11 0,968 70,7 0,766 198.,0 2,0
TFC

uTSF 3 0,901 21,4 0,846 27,6 2,5
SF, AA =110 nm 2 0,888 22,8 0,870 253 2,7
TAC

uTSF 9 0,962 0,73 0,708 2,11 1,8
SF A4 =70 nm 11 0,976 0,59 0,787 1,80 2,1

*Warto$ci RMSEC i RMSECYV sa podane w oryginalnych jednostkach oznaczanych parametrow: mg GAE - L
dla TPC, mg CE-L~! dla TFC oraz mM dla TAC.

Objasnienia: LZ — liczba zmiennych, uTSF — catkowite widma synchroniczne fluorescencji w postaci macie-
rzy, SF — widma synchroniczne fluorescencji.

Zrédto: na podstawie (Wiodarska i in., 2017b).

Spektroskopie fluorescencyjng oraz MIR zastosowano do oznaczania wila-
Sciwosci przeciwutleniajgcych przecieru pomidorowego (Orzel, Stanimirova,
Czarnik-Matusewicz i Daszykowski, 2015). Modele otrzymane na podstawie
analizy catkowitych widm fluorescencji charakteryzowaly si¢ wzglednymi bte-
dami: dla oznaczania pojemnosci przeciwutleniajacej — 14,21%, dla catkowitej
zawarto$ci zwigzkow polifenolowych — 10,78%. Bledy dla modeli kalibracyj-
nych otrzymanych na podstawie widm MIR wynosily: dla pojemnos$ci przeciw-
utleniajacej — 17,15%, dla catkowitej zawartosci zwigzkoéw polifenolowych —
5,36%.

Trivittayasil i wspotautorzy (2016) wykazali korelacje catkowitych widm flu-
orescencji i ogdlnej charakterystyki sensorycznej soku pomidorowego.

Autentycznos¢

W badaniach autentyczno$ci produktéw owocowych i warzywnych stosuje si¢
rozne techniki spektroskopowe.

Sok pomaranczowy jest najbardziej popularnym i najczesciej spozywanym
sokiem owocowym, i bywa przedmiotem zafatszowan. Jednym ze sposobow fat-
szowania jest dodanie cukrow lub sokéw z innych owocow. Ammari, Redjdal
i Rutledge (2015) do badania zafalszowania soku pomaranczowego sokiem
grejpfrutowym wykorzystali fluorescencje¢. Zastosowanie metody analizy nieza-
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Rysunek 6.1. Calkowite widma synchroniczne fluorescencji sokéw jablkowych:
A — odtworzony z koncentratu; B — odtworzony z koncentratu z dodatkiem miaz-
szu; C — bezposredni, pasteryzowany; D — bezposredni, §wiezo wyciskany
Zrodho: na podstawie (Whodarska i in., 2018).

leznych komponentéw (independent component analysis, ICA) do catkowitych
widm fluorescencji pozwolito na oznaczenie zawartosci dodatku fatszujacego
w mieszaninach sokéw na poziomie 1%.

Ellis 1 wspoétautorzy (2016) zastosowali spektroskopig FT MIR do wykrywa-
nia zafalszowan soku pomaranczowego roztworami cukréow: glukozy, fruktozy
i sacharozy lub ich mieszaning. Zakres stgzen odpowiadat zawartosci tych cu-
kréw w swiezo wycisnietym soku. Do klasyfikacji zastosowano metodg PC DFA
(principal components discriminant function analysis). Zawarto$¢ zafalszowan
w soku oznaczano metoda PLS i uzyskano typowy btad przewidywania dla pro-
bek testowych rowny 1,7%.

W badaniach autentyczno$ci sokow jabtkowych zastosowano spektroskopie
w zakresie UV (Chang i in., 2016) i NIR (Leon, Kelly i Downey, 2005) oraz
fluorescencje (Poryvkina, Tsvetkova i Sobolev, 2014; Wtodarska, Khmelin-
skii i Sikorska, 2018). Dostepne w handlu soki jablkowe z roznych kategorii
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wykazuja réznice wlasciwosci fluorescencyjnych, ktore sg wynikiem roznej za-
warto$ci zwigzkow polifenolowych oraz produktow reakcji nieenzymatycznego
brazowienia. Na rysunku 6.1 przedstawiono przyktadowe catkowite widma syn-
chroniczne fluorescencji soku odtwarzanego z koncentratu, soku z koncentratu
z dodatkiem migzszu oraz sokéw bezposrednich pasteryzowanego i $wiezo wy-
ciskanego. Fluorescencje¢ zastosowano do klasyfikacji sokow handlowych z r6z-
nych kategorii (Poryvkina i in., 2014) i do odr6zniania sokéw bezposrednich od
odtworzonych z koncentratu (Wlodarska i in., 2018).

Spektroskopie NIR 1 MIR zastosowano do rozrdézniania sokow jabtkowych
otrzymanych z odmian: Bramley, Elstar, Golden Delicious i Jonagold oraz so-
kéw poddanych obrébee termicznej (Reid, Woodcock, O’Donnell, Kelly i Dow-
ney, 2005). Rozréznienie sokow jabtkowych poddanych obrobce termicznej jest
mozliwe takze z zastosowaniem spektroskopii fluorescencyjnej (Zhu, Ji, Eum
i Zude, 2009).

6.3. Zboza i produkty zbozowe

Zboza zajmujg specjalne miejsce wsrdd produktéw rolnych ze wzgledu na ich
znaczenie w zywieniu czlowieka i mozliwosci przetwarzania na r6znorodne pro-
dukty koncowe. Do zbdz najwazniejszych w skali globalnej zaliczane sa: kuku-
rydza, pszenica, ryz i jgczmien.

W badaniach zbdz i produktow ich przetwarzania stosuje si¢ przede wszyst-
kim spektroskopi¢ w zakresie NIR. Pierwsze zastosowania spektroskopii NIR
rozwinigte w latach sze$¢dziesiatych przez Karla Norrisa dotyczyty oznaczania
wilgotnosci i1 biatka w pszenicy (Massie i Norris, 1965).

Obecnie spektroskopia NIR jest stosowana w kontroli jako$ci zb6z na eta-
pach uprawy, przetwarzania i handlu. Do najwazniejszych zastosowan nalezy
oznaczanie w zbozach wilgotnosci, biatka, skrobi i oleju. Metoda ta jest stoso-
wana rowniez do oceny witasciwosci fizycznych, parametréw technologicznych
oraz oceny bezpieczenstwa zdrowotnego, m.in. wykrywania skazenia zb6z ple-
$nig. Przedmiotem badan sa zaréwno pojedyncze ziarna, jak i wieksze probki
zboz (Fox i Manley, 2014; Poji¢ i Mastilovi¢, 2013).

Spektroskopia NIR jest oficjalng metoda analizy zbdz i nasion uznawang
przez American Association of Cereal Chemists (1999) i American Oil Chemists’
Society (2017a). Metody oceny jakos$ci zboz z zastosowaniem NIR sa przedmio-
tem norm miedzynarodowych i polskich (International Organization for Standar-
dization, 2017; Polski Komitet Normalizacyjny, 2017).

Zastosowania spektroskopii NIR w badaniach zbdz i produktéw zbozowych
w pracach przegladowych przedstawili m.in.: Agelet i Hurburgh (2014), Fox
i Manley (2014) oraz Poji¢ i Mastilovi¢ (2013).
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Uprawa zboz

Spektroskopi¢ NIR wykorzystuje si¢ do selekcji ziarna do uprawy. W tym celu
stosuje si¢ przyrzady do pomiarow pojedynczych ziaren, co umozliwia oceng
jako$ci materialu w sposéb nieniszczacy. Analiza taka wraz z mechanicznym
sortowaniem stuzy do uzyskiwania jednorodnych partii o wysokiej czystosci,
charakteryzujacych si¢ wysoka jakos$cig i wartoscig ekonomiczna.

Najczesciej oznacza si¢ zawarto$¢ biatka, twardo$¢ ziaren 1 barwe. Na etapie
uprawy przydatne sa tez bardziej zaawansowane aplikacje, jak analiza sktadu bia-
tek (Poji¢ i Mastilovié, 2013). Celem analiz moze by¢ oddzielenie ziaren uszko-
dzonych z réznymi defektami od ziaren charakteryzujacych si¢ wysoka zawar-
toscig wybranych sktadnikow lub odrdéznienie ziaren réznych odmian (Agelet
1 Hurburgh, 2014).

Analiza pojedynczych ziaren lub nasion pozwala naukowcom przewidzie¢
cechy przysztych roélin i ich nastgpnych pokolen, umozliwia zachowanie kom-
petencyjnej charakterystyki oraz uzyskanie wysokiej wydajnosci zbiorow lub
odpornosci roslin (Khakimov, Bak i Engelsen, 2014).

Kontrola procesu przemialu zboz

W procesie produkcji maki gldéwnym czynnikiem decydujacym o rentow-
nosci jest optymalizacja zuzycia surowca oraz wydajnosci procesu poprzez
doktadnag kontrole surowca oraz jakosci produktu koncowego. Uwaza sig, ze
zastosowanie spektroskopii NIR stato si¢ przelomem w rutynowej kontroli
jakosci zboz.

Kontrola jakosci w czasie przemialu zboza obejmuje m.in. oznaczanie biat-
ka, wilgotno$ci i1 popiotu. Stosowane sa w tym celu systemy on-/ine oparte na
spektroskopii NIR. Instalacja analizatora na linii produkcyjnej umozliwia bie-
zace pomiary gotowej maki, bezposrednio po przejsciu przez koncowe sita. Na
podstawie uzyskanych wynikow mozna okresli¢ optymalny dobor ziarna i wa-
runkow przemiatu. Ciagla kontrola umozliwia uzyskanie maki odpowiadajace;j
specyfikacji, o jednolitej jakosci.

W obrocie zbozem szeroko stosowane sg analizatory Infratec™ firmy FOSS
(Hillerad, Dania) (FOSS, 2014). Umozliwiaja one zaréwno analiz¢ catego ziarna,
jak 1 maki. Mozliwos$¢ zastosowania jednego przyrzadu do analizy probek w rdz-
nej postaci upraszcza kontrole jakosci. Modele kalibracyjne wykorzystywane
w tych przyrzadach sg oparte na sztucznych sieciach neuronowych — najbardziej
uniwersalny jest oparty na bazie zawierajacej okoto 50 000 zestawow danych.
Tak rozbudowane modele kalibracyjne zapewniaja stabilnos¢ pomiarow, doktad-
nos¢ wynikow analitycznych oraz mozliwos$¢ transferu kalibracji.
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Przyrzady NIR stosowane w branzy miynarskiej umozliwiajg jednoczesne
oznaczanie z duza doktadnoscia takich wyrdznikow jakosciowych jak: biatko,
wilgotno$¢, skrobia, olej, liczba sedymentacyjna Zeleny’ego, gluten, gestos$é
w stanie zsypnym, barwa i inne. Dostgpne sa komercyjne kalibracje do oznacza-
nia wielu parametréw analitycznych w roznych gatunkach zb6z, m.in. w: psze-
nicy, pszenicy durum, jeczmieniu, owsie, zycie, pszenzycie (oznaczanie biatka,
wilgotnosci 1 innych wyrdznikow), rzepaku (oznaczanie wilgotnosci i oleju), ku-
kurydzy i soi (oznaczanie biatka, wilgotnos$ci, oleju, skrobi), ryzu nietuskanym,
brazowym i biatym (oznaczanie biatka i wilgotnosci) (FOSS, 2014).

Ocena jako$ci maki

Glowne zastosowania praktyczne spektroskopii NIR w ocenie jako$ci maki do-
tycza oznaczen jej podstawowych sktadnikow.

Wilgotno$¢ maki stanowi jej wazng charakterystyke jakosciowa i wskaznik
wartosci ekonomicznej. Zawarto$¢ wody w mace decyduje o jej warto$ci wypie-
kowej oraz trwalosci. Jako gorng dopuszczalng granice ustalono zawartos¢ 15%
wody we wszystkich typach mak, z wyjatkiem krupczatki (15,3%). Wilgotno$¢
powinna by¢ kontrolowana w czasie produkcji, pakowania i magazynowania.
Ze wzgledu na to, ze wiele innych parametrow jest korygowanych na podsta-
wie zawarto$ci suchej masy, oznaczenie wilgotno$ci stanowi podstawe dalszych
analiz. Tradycyjnie wilgotno§¢ maki jest okreslona jako strata wagi w czasie
suszenia w standardowej temperaturze i okres§lonym czasie (zazwyczaj 130°C
przez 60 min). W rutynowej analizie wilgotno$¢ oznacza si¢ z zastosowaniem
spektroskopii NIR.

Biatka wystepujace w ziarnie zb6z i mace (przecietnie ok. 10%) sa sktadni-
kiem decydujacym o warto$ci odzywczej maki i miernikiem jej wartosci techno-
logicznej. Zawarto$¢ biatka w mace zalezy od jego zawarto$ci w surowcu oraz
od wydajnos$ci ekstrakcji. Jest jednym z podstawowych parametrow okreslaja-
cych przydatnos¢ maki do koncowych zastosowan i elementem specyfikacji pra-
wie kazdej maki. Tradycyjnie zawarto$¢ bialka jest oznaczana metoda Kjeldahla
lub Dumasa, jednak w rutynowej kontroli stosuje si¢ metode spektroskopii NIR
(Shi i Yu, 2017). Oprécz catkowitej zawartosci biatka metodami spektroskopo-
wymi oznacza si¢ gluten. Wykazano przydatnos¢ do tego celu spektroskopii NIR
(Albanell, Minarro i Carrasco, 2012; J. Chen, Zhu i Zhao, 2017) oraz fluorescen-
c¢ji (Ahmad, Nache i Hitzmann, 2017).

Podstawowym sktadnikiem energetycznym maki jest skrobia, stanowigca
mieszaning amylopektyny i amylozy. Do ich oznaczania stosuje si¢ spektrosko-
pie NIR (Fox i Manley, 2014).

Spektroskopia NIR stosowana jest tez do badania technologicznej jakosci
zboz i maki. Przykladem tego rodzaju zastosowan sg badania dotyczace prze-



