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PROCEDURI DE EVALUARE SPECTROSCOPICA UV-VIS SI FTIR
(SPECTROSCOPIE iN INFRAROSU CU TRANSFORMANTA FOURIER) A
CALITATII SI AUTENTICITATII ULEIURILOR VEGETALE

DESCRIEREA INVENTIEI

Prezenta inventie se referda la utilizarea tehnicilor spectroscopice moleculare, de tip
spectrometriec de absorbtie UV-Vis si spectrometrie vibrationald de tip Infrarosu (cu
Transformantd Fourier) pentru a evidentia biomarkerii de autenticitate a uleiurilor vegetale.

Uleiurile vegetale sunt caracterizate de regula prin indicatori generali de calitate ( peocent de

apa, indice de peroxid, indice de iod, indice de refractie) si fac obiectul unor standarde de

calitate europene sau nationale, specifice uleiurilor si procedurile aferente.
In ultimii 15 ani, tindnd cont de implicatiile nutirtionale si biomedicale ale uleiurilor
vegetale bogate in antioxidanti (acizi gragi mono- si polinesaturati, pigmenti, steroli cu
actiune antagonista fatd de colesterol) interesul pentru evaluarea calitdtii si a
autenticitatii acestiora a crescut semnificativ. S-au elaborat tehnici moderne de tip gaz-
cromatografie (GC) cuplate cu detectie in flacara (FID) sau spectrometrie de masa
(MS) pentru a identifica si separa acizii grasi nesaturati §i pentru a confirma
autenticitatea sau a depista falsificarea uleiurilor virgine cu uleiuri rafinate de acelasi
tip sau a uleiurilor de valoare prin amestec cu uleiuri inferioare.

Din analiza standardelor ISO publicate de ISO/TC 34/SC11 " Animal and vegetable fats and
oils ", cele care se referd, indirect la analiza unor biomarkeri de autenticitate sunt ISO
12228:1999 — Determinarea continutului de steroli individuali si steroli totali prin metoda gaz
cromatografica si respectiv, ISO 15788-1:1999 - Determinarea stigmastadienelor prin GC cu
coloana capilara (Metoda de referinta)

Standardele europene (CEN) care se referd la analiza uleiurilor vegetale sunt CEN/TC 307 -
Standardizarea metodelor (fizice si chimice) de esantionare si analiza a uleiurilor vegetale,
animale si a reziduurilor, in scopul armonizirii metodelor europene cu cele internationale de
tip ISO s1 CEN 14103 - Determinarea continutului de esteri metilici ai acizilor grasi (FAME)

Normele CODEX STAN 19-1981, Rev 2-1999 aplicate la uleiuri §i grasimi comestibile
(gliceride, fosfatide, acizi grasi liberi) includ modalitati de discriminare intre compozitia
uleiurilor virgine si presate la rece (categoria A) si a celor rafinate (categoria B). Astfel,
uleiurile virgine si presate la rece se obtin exclusiv prin metode fizice (mecanice) care nu
altereazd compozitia chimicd originald a semintelor oleaginoase din care se obtin, se pot
purifica prin spalare cu apa, decantare, filtrare si centrifugare, fard adausuri de aditivi
(coloranti). Sunt permise adausuri de arome naturale sau identic naturale, antioxidanti naturali
(‘acid ascorbic 500 ppm).

Péna in prezent autentificarea produselor ahmentare se face prin metode de tip GC cuplate cu
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doud proceduri spectroscopice care sunt mai putin costisitoare §i oferd informatii in timp util,
rapid si nedistructiv al probelor de uleiuri de orice tip sau clasa de puritate.

Cele doud proceduri la care se referd brevetul sunt:

1. Analiza prin_spectrometrie moleculard UV-Vis care permite identificarea tipurilor de
molecule ce contin legaturi simple sau duble (in sistem izolat sau conjugat) pe baza capacitatii
unor grupdri organice cu legaturi duble de a absorbi radiatii din domeniul ultraviolet (UV)
(180-360 nm) sau vizibil (360-800 nm). Moleculele cu legituri simple sau legaturi duble
izolate din uleiurile vegetale (acizii grasi saturati sau acizii grasi nesaturati in forma libera sau
esterificatd, sterolii, aminoacizii, esterii compusilor fenolici) absorb in domeniul UV, in timp
ce molecule cu un numir mai mare de 9 legaturi duble conjugate absorb radiatie din domeniu
Vizibil (VIS) si sunt colorate. Este cazul pigmentilor clorofilieni, carotenoidici sau chinonici,
care sunt liposolubili i se gisesc in uleiuri. Domeniile specifice de absorbtie maxima a
acestor tipuri moleculare sunt 270 -280 nm (derivati de acizi fenolici), 260 si 340 nm
(flavonoide), 420 - 470 nm (carotenoide si apocarotenoide), 615, 670 nm (clorofile) .

2. Spectroscopia in Infrarosu (FT-IR) este utilizatd pentru identificarea gruparilor functionale
si a regiunilor specifice de recunoastere a amprentei (,,fingerprint™) din uleiuri, direct, fara o
prelucrare preliminard. amestecuri de molecule.

Aceste tehnici sunt frecvent utilizate in cuantificarea componentelor majore ale uleiurilor,
utilizdnd ca variante de masurare analiza IR cu absorbtie (microcelula cu diamant) sau cu
transmise atenuata (ATR), o metoda recentd, cu sensibilitate Tnalta.

Literatura de specialitate arata ca spectroscopia vibrationala FTIR in combinatie cu o analiza
statisticd multivariata, poate discrimina cu succes diferite tipuri de ulei si de asemenea, poate
identifica uleiul de masline virgin sau rafinat, sau fraudat cu ulei de soia, floarea soarelui sau
uleiuri inferioare. Spectrul generic de tip FTIR pentru uleiuri este prezentat in Fig.1.
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Fig. 1. Spectrul generic FTIR de evidentiere a amprentei uleiurilor, cuer\/zldé’hﬁeséa
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Conform acestui spectru FT-IR generic, zona specificd de recunoastere (fingerprint) a

uleiurilor este domeniul 750-1250 cm™, combinat cu alte zone care indicd prezenta

dublelor legaturi de tip cis ( ce indicd uleiuri virgine, neprocesate termic) sau trans (
uleiuri iferioare si procesate).

Astfel:

o semnalul de la 720-722 cm’' este datorat suprapunerii CH, vibratiei “rocking” cu
vibratia de deformare inafara planului a grupérii olefinice cis-disubstitute.

e banda putin intensi de la 962-968 cm™ este asociati cu grupari CH conjugate
olefinice, cu vibratii de deformare, ale gruparilor olefinice conjugate trans, trans- sau
cis, trans.

e benzile de la 1119 si 1098cm™ st asociate cu alungiri ale gruparii esterice C-O, prima
fiind invers proportionala cu proportia de grupari acil saturate

e semnalul de la 1377cm”’ datorat deformdrii gruparilor CH,

e benzile de la 1238 si 1160cm™ sunt asociate cu alungiri ale gruparii esterice C-O si

cu vibratia de deformare a gruparii CH,, ambele asociate cu proportia de grupdri acil

saturate

banda 1416-1418cm™ datorati vibratiilor “rocking” ale CH cis-disubstitut

banda de la 1464 cm™ datorata vibratiilor de deformare ale CH, si CHj alifatici

banda 1650-1656 cm™ associata cu intinderea C=C ale izomerilor cis-olefinici

banda 1742-1744 cm™ atribuita gruparilor esterice si carbonil din trigliceride

Benzile de la 2923 si 2854 cm™ corespunnzitoare vibratiilor de alungire asimetrice si

simetrice ale CH, alifatic
e Banda de la 3007-3009 cm™ datorata dublelor legaturi C=C cis ( vibratie de alungire)

Concomitent, este posibil sa fie evidentiate procese de peroxidare, prin benzi specifice

acizilor grasi oxidati, localizate intre 3300-3500 cm™.

Aceastd metoda rapidd, directa si economici nu necesitd reactivi sau extractii preliminare, dar
nu este standardizatd. Au fost corelate rezultatele obtinute prin FTIR cu rezultatele obtinute
prin cromatografie GC sau HPLC si s-au stabilit corelatii direct proportionale, semnificative
statistic.

Scopul prezentei inventii este aplicarea celor doua proceduri de masurare spectroscopica
(UV-Vis si FTIR) pentru a gisi, in timp minim, cu costuri minime, indicatii privind
autenticitatea diferitelor tipuri de uleiuri vegetale, pe baza profilului specific.

Procedurile utilizate s-au aplicat pe 6 tipuri de uleiuri comestibile cu caracter antioxidant:
ulei de masline (virgin sau rafinat), ulei de floarea soarelui ( nerafinat si rafinat), ulei de in,
canepd, rapita si cétina.

Spectrele de absorbtie molecularda UV-Vis s-au inregistrat cu un spectrometru cu dublu
fascicul, de tip ABL Jasco 460 , utilizind domeniul 200- 700nm.

Inregistrarea _spectrelor de absorbtie in Infrarosu (FTIR) s-a facut direct prin utilizarea
spectofotometrului  Shimadzu IR Prestige -21 cu accesoriu HATR (Horizontal Attenuated
Total Reflectance) . Spectrele au fost inregistrate pe domeniul de lungimi de unda 600-4000
cm "' ¥ s-au identificat benzile de absorbtie caracteristice tipului de legaturi si gruparilor
functionale (exprimate in cm™).

Be,.

o



~-2010-00894--
2 4 -09- 2010

Exemplul 1. Procedura de autentificare a uleiurilor de masline pe baza spectrelor
UV-Vis si FTIR

S-a utilizat ulei de masline extravirgin (P1), autentic si s-au realizat amestecuri controlate
cu ulei de floarea soarelui rafinat (in procente de 10 si 25%), notate ca P2 si respectiv P3. cele
trei probe de ulei au fost introduse in cuve de cuart, pentru analiza UV-Vis si s-a inregistrat
spectrul pe domeniul 350-700 nm.

Fig.2 aratd amprenta spectrala UV-Vis.
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Fig. 2. Amprenta spectrald UV-Vis ( 350-700 nm) specifica pentru uleiul de masline
extravirgin authentic sau falsificat prin adaus de ulei de floarea soarelui rafinat.

Verde - P1- ulei masline extravirgin autentic. Albastru- P2- ulei masline extravirgin adulterat
cu 10% ulei floarea soarelui rafinat. Rosu — P3- ulei masline extravirgin adulterat cu 25% ulei
floarea soarelui rafinat

Fig.3. prezinta spectrul FTIR inregistrat direct pentru probele P1, P2 si P3, pe domeniul 600-
4000 cm’'.

Fig.3. Spectrul FTIR-ATR specific probelor P1, P2, P3. P1- ulei masline autentic virgin. P2-
ulei P1 falsificat cu 10% ulei de floarea soarelui rafinat. P3- ulei P1 falsificat cu 25% ulei de
floarea soarelui rafinat. Benzile 1-7 din spectru sunt caracteristice numerelor de unda 722 (1),
1095 (2a), 1118 (2b), 1157 (2¢), 1377 (3a), 1465 (3b), 1743 (4), 2850 (5), 2920 (6), 3008 cm’™
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Exemplul 2. Identificarea uleiului de floarea soarelui rafinat §i nerafinat

S-a utilizat ulei de floarea soarelui nerafinat (P4), autentic si s-a amestecat cu ulei rafinat
(P7). Amestecul 1:1 intre P4 : P7 este reprezentat de proba P6. cele trei probe de ulei au fost
introduse in cuve de cuart, pentru analiza UV-Vis si s-a inregistrat spectrul pe domeniul 350-
700 nm.

Fig. 4 prezintd amprenta spectrald UV-Vis, specificd pentru uleiul de floarea soarelui
autentic, nerafinat, comparativ cu uleiul de floarea soarelui rafinat.
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Fig.4. Amprenta spectralda UV-Vis (350-500 nm) specifica pentru uleiul de floarea soarelui
autentic, nerafinat, comparativ cu uleiul de floarea soarelui rafinat. Albastru - ulei floarea
soarelui autentic, nerafinat. Verde — ulei floarea soarelui rafinat.

Fig.5 prezinta spectrul FTIR inregistrat direct pentru probele P1, P2 si P3, pe domeniul 600-
4000 cm™".
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Fig. 5. Spectrul FTIR-ATR specific probelor P4 (A), P6 (B), P7(C). P4- ulei de floarea
soarelui autentic, nerafinat. P6- P 4 falsificat cu ulei rafinat, P7, in raport 1:1. P7- ulei de
floarea soarelui rafinat.Benzile 1-7 din spectru sunt caracteristice numerelor de unda 722 (1),
1095 (2a), 1118 (2b), 1157 (2c), 1377 (3a), 1465 (3b), 1743 (4), 2850 (5), 2920 (6), 3008 cm™*
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Exemplul 3. Identificarea amprentelor spectroscopice UV-Vis si FTIR specifice
uleiurilor autentice de in, cinepd, rapita si catina

Fig.6 prezinta amprenta spectrald UV-Vis specifica uleiurilor autentice de in (A) si cAnepa

(B)
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Fig.6. Amprenta spectralda UV-Vis ( 200- 700 nm) specificd pentru uleiul de in autentic (A) si

uleiul de cinepa autentic (B)

Fig.7 prezinta amprenta spectrald UV-Vis specificd uleiurilor autentice de cétina (A) si rapita

(B)
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Fig.7. Amprenta spectrald UV-Vis ( 200- 700 nm) specificd pentru Uleiul de catina autentic
(A) si uleiul de rapita autentic (B)

Fig.8. prezinta spectrul FTIR inregistrat direct pentru probele de uleiuri de rapita, catind, in §i
canepi, pe domeniul 600- 3500 cm™.
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Fig. 8. Spectrul FTIR specific probelor de uleiuri de rapita, citind, in si cdnepd, pe domeniul
600- 3500 cm™.

Exemplul 4. Analiza de ansamblu a uleiurilor vegetale , prin spectrometrie UV-Vis si
FTIR cu evidentierea markerilor de recunoastere

Prin inregistrarea unui numir mare de spectre UV-Vis si suprapunerea spectrelor se pot
evidentia deosebirile calitative si domeniile de absorbtie specifice diferitelor grupdri . Astfel
fig. 9 A si B aratd amprenta spectrala UV-Vis speciﬁcé pentru 7 tipuri de uleiuri autentice pe
intervale de lung1m1 de unda (250 700 nm)(A) si respectiv ( 350-700 nm)(B).
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Fig. 9. Amprenta spectrald UV-Vis pentru uleiuri autentice pe intervale de lungimi de unda
(250-700 nm)(A) si respectiv ( 350-700 nm)(B). Albastru — ulei masline extravirgin. Rosu
inchis - ulei floarea soarelui nerafinat. Verde deschis — ulei floarea soarelui rafinat. Vcrde
turquoise - ulei canepa. Kaki - ulei catina. Violet —ulei de in. Rosu - ulei 1ap1ta
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Datele spectrale au evidentiat specificul fiecirui tip de ulei prin gruparile functionale care
absorb in domeniul UV si/sau Vis. Datele sunt prezentate in tabelul 2.

Tabel 2. Domeniul specific UV si/sau Vis, markerii de autenticitate pentru 7 uleiuri

analizate
Tip de ulei Markeri UV Markeri Vis
Floarea soarelui 250-310 nm Compusi fenolici 440-470 nm Carotenoide
nerafinat

Floarea soarelui
rafinat

250-320 nm Compusi fenolici

Masline 305, 340 nm Compusi fenolici 418 nm- chinone
(derivati de acizi fenolici si 450-470 nm Carotenoide
flavonoide) 615, 670 nm Clorofile
Rapita 243-310 nm Compusi fenolici 440-450 nm Carotenoide |
In 250-310 nm Compusi fenolici -

Canepa

260-300 nm Compusi fenolict

408 nm Chinone

470 nm Carotenoide
615, 670 nm Clorofile B
415-470 nin Carotenoide ]

Cauna

260-280 nin Compusi fenolici

Se constatd cd nu se suprapun nici domeniile, nici markerii specifici. Este astfel posibila
evidentierea deosebitrilor dintre cele 7 uleiuri pe baza compozitiei specifice in compusi
fenolici, cu sau fard pigmenti carotenoidici, cu sau fara pigmenti clorofilieni sau chinone.

Prin analiza spectroscopica FTIR s-au evidentiat nu numai amprentele specifice fiecarui ulei (
prezentate in Fig. 3, 5 si 8, dar mai ales benzile caracteristice legéturilor duble de tip cis sau
trans care evidentiaza prezenta acizilor grasi nesaturati, in forma nativa sau izomerizata prin
rafinare. Tabelul 3 include absorbtiile caracteristice la numerele de unda 720-722, 967, 1657,
3007-3008 cm™.

Tabel 3. Absorbtii caracteristice inregistrate in spectrul FTIR, la numerele de unda 720-722,
967, 1657, 3007-3008 cm™.

I Nr. de undi (cm™)
Denumire ulei 720-722 967 1657 3007-3008
(deformare cis) (deformare Intindere C=C | (intindere, cis)
cis,trans; cis
trans,trans)
Ulei de masline 0,454 0,156 0,071 0,119
extravirgin (P1)
Ulei de masline 0,416 0,175 0,048 0,146
extravirgin falsificat
cu 10% ulei fl.soarelui
(P2)
Ulei de masline 0,503 0,195 0,089 0,180
extravirgin falsificat
cu25% ulei fl.soarelui | L e

} (P3) | | L
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Ulei de fl. Soarelui 0,518 0,254 0,138 0,266
nerafinat (P4)
Ulei de fl. Soarelui 0,617 0,293 0,140 0,296
nerafinat falsificat cu
10% ulei fl.soarelui
rafinat (P6)
Ulei de fl. Soarelui 0,494 0,208 0,078 0,180
rafinat (P7)
Ulei de rapita 0,654 0,188 0,058 0,188
Ulei de in 0,752 0,212 0,071 0,280
Ulei de cinepa 0,749 0,246 0,068 0,270
Ulei de catina 0,701 0,233 0,056 0,219

Se identifica astfel:

% Cresteri ale absorbtiilor la 720-722, 967, 1657, 3007-3008 cm™' prin falsificarea
uleiului de mésline cu ulei de floarea soarelui ( P3 si P2 fata de P1)
Ulkeiul rafinat de floarea soarelui are valori mai mici de absorbtie la 720-722, 967,
1657, 3007-3008 cm™', comparativ cu uleiul nerafinat
Uleiurile functionale, virgine, bogate in acizi grasi nesaturati, au valori mari de
absorbtii, maxime pentru uleiul de cénepd, urmat de uleiul de in, céatind, rapiti.
Uleiul de masline si uleiul de floarea soarelui au valori mai mici, de aprox. 1,2 ori.
O imagine comparativd (Fig. 10) face posibild corelarea concentratiei de acizi grasi
saturati (AGS), acizi grasi nesaturati (AGN) cu absorbtiile inregistrate la 720-722 cm™
(3),967 cm™ (4), 1657 cm™ (5) , 3007-3008 cm™'(6)
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Fig.10. Corelatii Intre concentratiade acm grasi saturati ( 1), acizi grasi nesaturat1 )
cu absorbtule inregistrate la 720-722 cm™ (3) , 967 cm™ (4), 1657 cm’; " (5) ,-3007-
3008 cm™'(6) pentru uleiurile analizate. FSN- floarea soarelui neraﬁnat "FSR-. ﬂoarea
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REVENDICARI

1. Procedura de evaluare prin spectrometric UV-Vis a calitatii si autenticitatii uleiurilor
vegetale, prin Inregistrarea profilului metabolic specific, pe baza absorbtiei specifice
in domeniul 200-700 nm, cu identificarea markerilor de recunoastere: compusi
fenolici, pigmenti carotenoidici, clorofilieni si chinone.

2. Procedurd de evaluare prin spectrometrie in Infrarogu cu Transformantd Fourier
(FTIR-ATR ) a calititii si autenticitatii uleiurilor vegetale pe baza absorbtiei specifice
in domeniul 600-4000 cm’. Sutn identificate benzile specifce de absorbtie (
fingerprint), cu identificarea legiturilor duble de tip cis sau trans, specifice acizilor
grasi nesaturati.

3. Proceduri complementare (UV-Vis si FTIR) de evaluare comparativa a uleiurilor
autentice, virgine, fatd de uleiurilor de acelasi tip, rafinate sau a uleiurilor falsificate
prin amestecare de uleiuri nerafinate cu uleiuri rafinate, de uleiuri superioare cu uleiuri
inferioare.

4. Proceduri de complementare (UV-Vis si FTIR) de evaluare comparativa si
autentificare a sase tipuri de uleiuri vegetale, functionale, de floarea soarelui, masline,
in, canepa, catind, rapita.

Procedurile testate sunt utile in evaluarea calitatii si a autenticititii acestor uleiuri, de

proveniente diferite, in conditii de obtinere tehnologica diferita, sau depozitare la temperaturi
si umiditate diferita. Este posibila si evidentierea proceselor de alterare oxidativa si falsificare.
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