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ABSTRACT

The prevalence of lifestyle diseases and trends related to healthy eating
contribute to the constant search for chemical compounds with specific biological
activity. Studies are conducted on plants and substances of natural origin that have
been used in medicine for millennia. Techniques of vibrational spectroscopy are an
underrated group of methods enabling direct analysis of plant raw material and food
in their native forms. The presented examples of Arabidopsis tissues, various species
and hybrids of poplar and Cistus herb classification, as well as quantitative analyses
of active compounds in plant material and pharmaceutical products and
determination of physicochemical parameters of common food (i.e. milk, yoghurts,
pasta and flour), demonstrate the possibility of using vibrational spectroscopy for
comprehensive analysis of samples of natural origin. Typical measurement
techniques and chemometric methods are briefly described in this paper. The scheme
of quantitative analysis based on vibrational spectra is shown and the impact of
selected experimental parameters on the accuracy of the obtained results is discussed.
The imaging techniques used to analyse the changes in plant tissue structures caused
by genetic mutations were also presented.

Keywords: vibrational spectroscopy, chemometrics, qualitative analysis, quantitative
analysis, classification
Stowa kluczowe: spektroskopia oscylacyjna, chemometria, analiza jakosciowa,

analiza ilo§ciowa, klasyfikacja
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— sztuczne sieci neuronowe

— Association of Official Analytical Chemists

— aktywny sktadnik farmaceutyczny

— spektroskopia catkowitego ostabionego odbicia
— analiza skupien

— metoda klasycznych najmniejszych kwadratow
— walidacja krzyzowa

— analiza dyskryminacyjna

— technika odbicia rozproszonego w podczerwieni
— transformata Fouriera

— metoda odwrotnych najmniejszych kwadratow
— International Organization for Standardization
— spektroskopia w podczerwieni

— chromatografia cieczowa/spektrometria mas

— walidacja z pominig¢ciem jednej probki

— walidacja z pominigciem n probek

— $rednia podczerwien

— multiplikatywna korekta rozproszenia

— bliska podczerwien

— technologia analizy procesu

— glowna sktadowa

— analiza gléwnych sktadowych

— regresja gtownych sktadowych

—regresja czastkowych najmniejszych kwadratow
— wspotczynnik korelacji liniowe;j

— wspotczynnik korelacji liniowej walidacji krzyzowej
— $redni btad kwadratowy

— wzgledny standardowy btad przewidywania

— RSEP oznaczen probek kalibracyjnych

— RSEP oznaczen probek walidacyjnych

— calkowita zawarto$c¢ salicylanow

— stosunek sygnatlu do szumu

— normalizacja przy uzyciu odchylenia standardowego
— mapy samoorganizujace si¢

— transmisyjna mikroskopia elektronowa

— catkowita zawartos$¢ flawonoidow

— catkowita zawartos$¢ polifenoli

—roflina typu dzikiego
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WPROWADZENIE

Powszechno$¢ choréb cywilizacyjnych oraz trendy zwigzane ze zdrowym
odzywianiem przyczyniaja si¢ do ciagltego poszukiwania zwigzkéw chemicznych
o okreslonej aktywnosci biologicznej. Kontynuowane s3 studia nad ro$linami
i substancjami pochodzenia naturalnego, czgsto stosowanymi w lecznictwie od tysiacleci.
Niedoceniang grupa metod umozliwiajacych bezposrednia analiz¢ surowcéw roslinnych
i zywnosci w natywnej postaci sg techniki spektroskopii oscylacyjnej. Przedstawione
przyktady klasyfikacji tkanek rzodkiewnika, réznych gatunkéw i hybryd topoli oraz ziela
czystka, jak rowniez analizy iloSciowe substancji aktywnych w materiale roslinnym,
diosminy w tabletkach oraz oznaczenia parametrow fizykochemicznych popularnych
produktow spozywczych, mleka, jogurtow, makaronéw i mak, demonstrujg mozliwosci
zastosowania spektroskopii oscylacyjnej do kompleksowego badania probek
pochodzenia naturalnego. Opisano krotko typowe techniki pomiarowe i stosowane
metody chemometryczne. Podano schemat postepowania w toku analizy ilosciowej
prowadzonej na bazie widm oscylacyjnych i omowiono wpltyw wybranych parametrow
pomiarowych na dokladno$¢ otrzymywanych wynikéw. Przedstawiono réwniez
zastosowanie technik obrazowania chemicznego w analizie zmian struktur tkankowych
roslin wywolanych mutacjami genetycznymi.

1. ANALIZA FITOZWIAZKOW

Rosliny stanowia podstawowe zrodto pokarmu czlowieka. Sg waznym surowcem
dla wielu galezi gospodarki, dostarczajg substancji stosowanych w lecznictwie
i profilaktyce chorob. Fitozwiazki (ang. phytochemicals), roslinne zwiagzki aktywne, to
szeroka grupa substancji chemicznych, stanowigcych wtorne produkty przemiany
materii. Sa wykorzystywane przez rosliny do walki przeciwko grzybom, bakteriom,
infekcjom wirusowym, chronig je przed insektami oraz zwierz¢tami roslinozernymi [1,
2]. Substancje te sa rowniez wykorzystywane przez rosliny do wabienia owadow, a takze
jako substancje sygnalowe do kontaktu z symbiontami. Najwazniejszymi grupami
fitozwigzkow sa polifenole, flawonoidy, antocyjany, alkaloidy, terpeny, fitoestrogeny,
karotenoidy, limonoidy, fitosterole oraz blonnik. Wiele z nich wykazuje dziatanie
przeciwutleniajace, zmniejszajac ryzyko chorob cywilizacyjnych powiazanych
z uszkodzeniami oksydacyjnymi [3]. Ze wzgledu na korzystny wplyw na zdrowie
i funkcjonowanie organizmu ludzkiego, od lat prowadzone s3 intensywne badania nad
fitozwigzkami, ulepszane s procedury ich pozyskiwania i izolacji z materiatu roslinnego,
poszukuje si¢ nowych zrodet tych zwigzkow [4].

Wigkszo$¢ standardowych analiz zwigzkéw biologicznie czynnych w materiale
ro§linnym oraz substancji odzywczych w produktach spozywczych pochodzenia
naturalnego opiera si¢ na analizie ekstraktéw z wykorzystaniem metod spektrofotome-
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trycznych i chromatograficznych w potaczeniu z réznorodnymi technikami detekcji [5,
6]. Metody te stanowia rowniez podstawe oficjalnych protokotéw analiz, m.in.
farmakopei krajowych i migdzynarodowych, standardow ISO, czy zalecen organizacji
skupiajacych chemikéw analitykow (np. AOAC). Ze wzgledu na zlozony skiad
chemiczny probek naturalnych oznaczenie ilosciowe okreslonej substancji chemicznej,
badz wybranych grup zwigzkow, wymaga wielu operacji, co jest czasochtonne
i kosztowne. Analiz¢ poprzedza izolacja oznaczanego sktadnika z badanego materiatu.
Na tym etapie moga pojawi¢ si¢ klopoty zwigzane z rozpuszczalno$cia probki oraz
wymyciem innych zwiazkow rozpuszczalnych w uzytym rozpuszczalniku, co moze
oznacza¢ konieczno$¢ rozdzialu otrzymanej mieszaniny. Proces ekstrakcji badz trawienia
enzymatycznego zrywa wigzania tgczace substancj¢ aktywng z matryca komorkowa,
moze takze wptynaé na strukturg ekstrahowanego zwiazku. To powoduje, ze wlasciwosci
jak 1aktywno$¢ biologiczna zwigzku wyizolowanego i obecnego w wyjsciowym
materiale badawczym moga si¢ rézni¢. Istotng kwestig jest rodzaj wigzan taczacych
fitozwigzek ze strukturami komérkowymi, determinujacy potencjalny sposob uwolnienia
badanej substancji z matrycy. O ile niektore fitozwiazki, np. terpeny czy olejki eteryczne,
sa gromadzone w stanie wolnym wprost w tkankach wydzielniczych ro$lin to w
przypadku flawonoidow wigkszos$¢ z nich wystepuje w postaci glikozydow, gtownie O-
glikozydow [2]. Stosowane procedury izolacji zmieniajg si¢ w zalezno$ci od rodzaju
badanej matrycy, np. gatunku ro$lin, rodzaju tkanki, obecnosci w niej innych substancji
chemicznych. Czgs¢ fitozwiazkow obecnych w matrycy moze by¢ trudna do
wyekstrahowania przy zastosowaniu typowych rozpuszczalnikoéw. W badaniach
fitozwigzkéw kontrola wydajnosci ekstrakcji, wydaje si¢ by¢ czesto niedostateczna.
Identyfikacja wyizolowane]j substancji i okreslenie jej st¢zenia w ekstrakcie wymaga
uzycia wzorca, lub odpowiednich baz danych, co w przypadku modyfikacji
strukturalnych, bedacych efektem np. trawienia enzymatycznego, moze nie dawac
satysfakcjonujacych wynikoéw analiz.

Wyodrebnienie kolejnych sktadnikéw z tej samej probki wiaze si¢ zwykle
z koniecznos$cia powtdrzenia procesu, z zastosowaniem innych rozpuszczalnikow.
Wymusza réwniez zmiany procedury identyfikacji i oznaczania iloSciowego substancji.
Stad, przeprowadzenie kompleksowej analizy badanego materiatu lub tez wyznaczenie
szeregu parametrow fizykochemicznych zwigzanych ze sktadem chemicznym probki,
oznacza konieczno$¢ uzycia roznych zestawow odczynnikow i urzadzen pomiarowych.
Takie analizy wymagaja duzych ilo§ci materiatu, sg drogie i czasochtonne. Nie bez
znaczenia jest kwestia uzycia znacznych objetosci rozpuszczalnikow oraz koniecznosé
ich utylizacji. Niedoceniang alternatywa dla analiz z uzyciem metod ekstrakcyjnych sa
techniki spektroskopowe, a zwlaszcza spektroskopia oscylacyjna.
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2. SPEKTROSKOPIA OSCYLACYJNA

Spektroskopia oscylacyjna jest jednym z podstawowych narze¢dzi analitycznych
wykorzystywanych do badania struktury zwigzkow chemicznych [7-9]. Widma
w zakresie podczerwieni (IR) i Ramana dostarczaja informacji o obecnosci grup
funkcyjnych i fragmentow czasteczek, pozwalajac na identyfikacje substancji i analize
jakosciowa badanego uktadu [10]. Dodatkowo, wprost proporcjonalna zaleznos¢
pomiedzy ilo$cia promieniowana zaabsorbowanego (spektroskopia IR) i rozproszonego
(Raman) przez probke, ktorej miarami sa absorbancja i intensywno$¢ promieniowania
rozproszonego, a stezeniem drgajacych oscylatorow znajduje zastosowanie w analizie
ilosciowej, pozwalajac oznaczy¢ sktad ztozonych uktadéw wielosktadnikowych.

Techniki spektroskopii oscylacyjnej umozliwiajg rejestracje widm dla réznych
rodzajow probek, tj. gazdw, ciat statych, cieczy, zawiesin, emulsji i filméw. Przy pomocy
dedykowanych akcesoriow i uktadéw optycznych mozliwe sa nieinwazyjne pomiary
widm w skali w makro i mikro, co pozwala dobra¢ dla badanego materiatu odpowiednig
technike pomiarowa. Widma oscylacyjne rejestruje si¢ szybko, czas pomiaru nie
przekracza zwykle kilku minut. W sprzyjajacych warunkach widma otrzymywane
sa w czasie rzeczywistym, dzigki czemu techniki te znajduja zastosowanie w monitoringu
procesow wytworczych 1 analitycznych. Widma oscylacyjne umozliwiaja badania
zarowno surowcow, jak i gotowych produktéw, dzieki swoim zaletom spektroskopia
oscylacyjna znajduje zastosowanie w przemys$le farmaceutycznym, chemicznym,
kosmetycznym i spozywczym [11, 12].

Intensywno$¢ Ramana
Absorbancja

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
) B
Liczba falowa (cm™) Liczba falowa (cm™)

Rysunek 1.  Widma Ramana (strona lewa) i ATR (strona prawa) suszonych klaczy pigciornika kurzego ziela
Figure 1. Raman (left) and ATR spectra (right) of dried tormentil rhizomes

Probki pochodzenia naturalnego charakteryzuja si¢ bogatym sktadem chemicznym,
co przektada sie na ztozonos¢ ich widm oscylacyjnych. Widmom ramanowskim tego typu
uktadow czgsto towarzyszy wysokie tto fluorescencyjne, ktore w skrajnych przypadkach
moze uniemozliwi¢ analizg¢. Na Rys.1 przedstawiono widma Ramana i ATR
wysuszonych kiaczy pigciornika kurzego ziela, tradycyjnie stosowanego w objawowym
leczeniu tagodnych biegunek oraz stanéw zapalnych btony S$luzowej jamy ustne;j.
Obecnos¢ celulozy, jako materiatu budulcowego tkanek roslinnych, oraz hemicelulozy
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i pektyn, stanowigcych strukturalne substancje podporowe, przektada si¢ na
wystgpowanie pasm drgan fragmentdw polisacharydéw w widmach. W szczegdlnosci
widma w zakresie podczerwieni charakteryzuja si¢ silng absorpcja w zakresie 900-1200
cm!, z charakterystycznymi pasmami przy okoto 1020, 1073 i 1100 cm™, zwigzanymi
z drganiami v(C-0O) i v(C—0-C) szkieletow polisacharydowych. Obecno$¢ duzej liczby
bogatych w grupy hydroksylowe jednostek cukrowych znajduje odbicie w widmach IR
w postaci szerokiego pasma w zakresie 3000-3500 cm’!, zmaksimum przy okoto
3280 cm. Woda i pozostale zwigzki obecne w badanym materiale ro$linnym,
zawierajace w swojej strukturze grupy OH, m.in. lipidy i bialka, réwniez daja wktad
widmowy w tym zakresie. W widmie ramanowskim intensywnos$¢ drgan rozciagajacych
O-H grup hydroksylowych jest stosunkowo niewielka. Widoczne w widmie Ramana
pasmo przy okoto 3060 cm’, to pasmo drgan v(CH) fragmentéw aromatycznych
zwigzkow polifenolowych. Pasmo przy 2930 cm™' wystepujagce w obu widmach
picciornika (Rys. 1) pochodzi od drgan v(CH) grup alifatycznych polifenoli
i weglowodanow. O obecnosci estrow kwasow tluszczowych oraz pektyn $wiadczy
pasmo v(C=0) z maksimum przy okoto 1730 cm. W zakresie 1500-1700 cm'
w widmach dominuja udziaty zwigzkéw polifenolowych oraz biatek. Intensywne pasmo
z maksimum przy 1613 cm™ w widmie Ramana i maksimum przy 1608 cm™ w widmie
IR pochodzi od drgan pierscienia aromatycznego v(C=C) zwigzkdéw polifenolowych,
a zauwazalne poszerzenie pasma, przy okoto 1650 c¢cm!, wynika z wkiadu drgan
amidowych biatek. Obecno$¢ zwiazkéw polifenolowych moze by¢ potwierdzona
wystepowaniem w widmie Ramana pieciornika pasma z maksimum przy 1359 cm™!,
przypisywanego drganiom zginajacym fenolowych grup OH, oraz w obszarze
deformacyjnych drgan szkieletowych C-C-O i C-C-C, z charakterystycznym
pasmem przy 780 cm'. W zakresie 1300-1460 cm™, w obu widmach, mozna
zauwazy¢ liczne udziaty wynikajace z naktadania si¢ pasm drgan CH,, CH3 lipidow
i biatek oraz zwigzkéw aromatycznych. Sposrod substancji obecnych w klaczach,
waznym skladnikiem zapasowym w jest skrobia. W widmach oscylacyjnych jej
najbardziej charakterystyczne pasmo, pochodzgce od drgan deformacyjnych
pier$cieni cukrowych, jest widoczne przy 478 cm™'.

W zaleznosci od rodzaju tkanki i typu badanego materialu ro§linnego, mozna
oczekiwa¢ dodatkowych pasm wynikajacych z obecno$ci  specyficznych grup
zwigzkéw chemicznych, np. chlorofili i karotenoidéw w lisciach, czy antocyjanéw
w owocach.

2.1. TECHNIKI POMIAROWE W ZAKRESIE PODCZERWIENI

Spektroskopia w podczerwieni IR jest jedna z najwazniejszych metod
eksperymentalnych wykorzystywanych do identyfikacji i okres$lania sktadu probek
w roznych stanach skupienia. Zmieniajac geometri¢ uktadu pomiarowego, np. poprzez
uzycie przystawek umieszczanych na drodze wigzki promieniowania mozna uzyskaé
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szereg trybéw pomiarowych. Coraz powszechniej stosowane sa techniki ostabionego
catkowitego odbicia wewng¢trznego i odbicia rozproszonego, ktore wypieraja popularne
niegdy$ pomiary transmisyjne.

2.1.1. Technika transmisyjna

W spektroskopii transmisyjnej wiazka promieniowania przechodzi przez préobke.
Detektor rejestruje intensywnosci wiazki padajacej na probke (/) 1 intensywno$¢ wiazki
promieniowania opuszczajacej probke (/) . Widma zapisuje si¢ w skali transmitancji

T=1/1, (1
lub absorbancji:
—logt=log
A—logT—logl. 2)
Absorbancja zalezy liniowo od stezenia substancji absorbujacych:
A=¢lec, 3)

& to molowy wspdtczynnik absorpcji, / - grubo§¢ warstwy probki, ¢ — stezenie substancji
absorbujacej. Rownanie (3) umozliwia bezposrednie zastosowanie widm IR do oznaczen
ilosciowych. W zakresie §redniej podczerwieni wiele probek absorbuje promieniowanie
zbyt silnie. Prawidlowy pomiar jest mozliwy po rozcienczeniu probki materiatlem
nieabsorbujacym, np. KBr, lub po zmniejszeniu grubo$ci warstwy absorbujacej.

2.1.2. Technika ATR

Coraz czgsciej stosowang metoda pomiaru widm IR jest technika ostabionego
catkowitego wewnetrznego odbicia ATR (ang. Attenuated Total Reflectance).
W metodzie tej rejestruje si¢ widmo substancji umieszczonej na materiale o duzej
wartosci wspolczynnika zatamania §wiatta. Efekt catkowitego wewnetrznego odbicia
uzyskuje sie, gdy promieniowanie podczerwone skierowane na powierzchni¢ graniczng
pada od strony osrodka o duzym wspotczynniku zatamania $wiatta n; na probke
o wspodlczynniku zatamania n, (n;> n;), pod katem wigkszym od kata granicznego 6, dla
catkowitego odbicia:

0= arc sin n/nj. 4)

Technika ATR daje widma probek majacych bezposredni kontakt z krysztatem
ATR. Gleboko$¢ penetracji probki d, przez fale elektromagnetyczng o dlugodci fali A
padajacej pod katem @ przybliza zaleznos¢:

dy = —2 (5)

P 2
21 sin29—(z—i)
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Metoda ATR pozwala bez koniecznoSci wczesniejszego przygotowania probek
rejestrowa¢ widma substancji stalych, filméw, tkanek, cieczy, roztwordow i emulsji.
Podobnie jak w technice transmisyjnej widma ATR zapisuje si¢ w skali absorbancji.

2.1.2. Technika DRIFTS

Spektroskopia odbicia rozproszonego w podczerwieni DRIFTS (Diffuise Reflectance
Infrared Fourier Transform Spectroscopy) jest technika stosowang gldwnie do badania
substancji statych w zakresie $redniej i bliskiej podczerwieni. Widmo DRIFTS otrzymuje
si¢ rejestrujagc promieniowanie rozproszone dyfuzyjnie przez probke o grubosci wyraznie

wicgkszej od dlugosci fali promieniowania. Wartoscig mierzong jest reflektancja R:
I

R ==, (6)

Io

I oznacza intensywno$¢ promieniowania rozproszonego przez probke, a [y to
intensywno$§¢ promieniowania padajacego. Proporcjonalne do stezenia sa wartosci
funkcji Kubelki-Munka [13]:

F

_ (1-R)? _ K _ 2.303ec
- 22 s s °

(7

K to wspodlczynnik absorpcji, S to wspdlczynnik rozproszenia, a & to molowy
wspolczynnik absorpcji probki, ¢ - stezenie substancji.

Przygotowanie probki do pomiaréw w bliskiej podczerwieni sprowadza si¢ do jej
rozdrobnienia. W $redniej podczerwieni probki pochtaniaja promieniowanie zbyt silnie.
W tym zakresie pomiary iloSciowe prowadzi si¢ zwykle dla kilkuprocentowych
mieszanin badanej substancji w KBr [14].

2.2. SPEKTROSKOPIA RAMANA

W  spektroskopii Ramana rejestrowana jest intensywno$¢ promieniowania
rozproszonego nieelastycznie przez probke. Prawdopodobienstwo tego procesu jest
niewielkie, rzedu 1076, dlatego jako Zrodta promieniowania wzbudzajacego stosowane sg
lasery emitujace promieniowanie monochromatyczne o duzej mocy [15, 16]. Podobnie
jak widmo IR, widmo Ramana sktada si¢ z pasm odpowiadajgcych drganiom czasteczek.
W analizie ilo$ciowej z zastosowaniem techniki ramanowskiej wykorzystuje si¢ wprost
proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy intensywnoscig promieniowania rozproszonego (/)
a stezeniem substancji (¢):

IR :klo C. (8)

Wspotczynnik k reprezentuje zaréwno cechy probki jak i warunki aparaturowe, Iy to
intensywno$¢ wiagzki wzbudzajace;j.

Typowym materialem badawczym w przypadku analiz chromatograficznych
i spektroskopowych probek pochodzenia naturalnego sa ekstrakty. Tymczasem techniki
spektroskopii oscylacyjnej daja mozliwo$¢ rejestracji widm probek w ich natywnej
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postaci (Rys. 2), bez koniecznoséci izolacji badanych skladnikéw. Dodatkowo,
w polaczeniu z technikami obrazowania chemicznego, spektroskopia oscylacyjna
stanowi doskonate zrédlo informacji o rozmieszczeniu analizowanych zwigzkow
chemicznych w badanych probkach, co pozwala na analiz¢ wplywu wybranych
czynnikdw na funkcjonowanie i fizjologie roslin, a w przypadku sktadnikow odzywczych
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Rysunek 2.  Wzoér strukturalny diosminy i jej widma: transmisyjne IR, ATR, DRIFTS, NIR i FT Ramana
Figure 2. Structural formula of diosmin and its spectra: IR, ATR, DRIFTS, NIR and FT Raman
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lub fitozwigzkéw umozliwia znalezienie tych czgsci roslin i tkanek, w ktorych stezenie
substancji jest najwyzsze, co utatwia selekcje surowca dla przemyshu [17-19].

Przenosne spektrometry pozwalajg na pomiary w terenie, co znajduje zastosowanie
w ocenie dojrzewania owocOw, monitoringu zapotrzebowania na wode¢ i zwiazki
mineralne czy analizie pozostatosci po $rodkach ochrony roslin [20-23].

2. TECHNIKI CHEMOMETRYCZNE - EKSPLORACYJNA ANALIZA
DANYCH

Bogaty sktad chemiczny probek pochodzenia naturalnego znajduje odzwierciedlenie
w zlozonos$ci rejestrowanych widm oscylacyjnych. W widmach IR i Ramana pasma
drgan substancji o podobnej strukturze i zblizonych energiach oscylacji naktadaja si¢ co
utrudnia interpretacje uzyskanych wynikéw i powoduje potrzebe wsparcia analiz przy
uzyciu  technik chemometrycznych. Odseparowanie zmiennosci widmowej
charakterystycznej dla badanej substancji od udziatdw pochodzacych od pozostatych
sktadnikéw uktadu moze znalez¢ zastosowanie zaro6wno w klasyfikacji badanego
materiatu, jego analizie jakos$ciowej jak i1umozliwi¢ analiz¢ ilo$ciowa wybranych
zwigzkow [24].

Opracowanie modeli chemometrycznych poprzedzone jest utworzeniem macierzy
danych X o wymiarach m x n, zawierajacej dla kazdego z m analizowanych
obiektow n wartosci cech (deskryptorow), w przypadku widm oscylacyjnych wartosci
np. absorbancji lub intensywnosci rozproszenia ramanowskiego przy kazdej liczbie
falowej. W celu zminimalizowania wptywu czgéci blgdow pomiarowych dane poddaje
si¢ wstepnym modyfikacjom, ktore moga obejmowac korekte linii bazowej, skalowanie
lub rézniczkowanie widm. Popularne sg procedury MSC i SNV korygujace zar6wno
znieksztalcenia addytywne jak i multiplikatywne wystepujace w widmach [25].

Eksploracyjna analiza danych umozliwia wykrycie podobienstw i réznic miedzy
probkami, pozwala na identyfikacj¢ skupien i systematycznych trendow. Pokazuje, ktore
zmienne wnosza istotny wktad do opisu badanego uktadu oraz umozliwia wykrycie
probek nietypowych (tzw. outliers) obecnych w analizowanym zestawie. Metody
eksploracyjne opieraja si¢ na wykorzystaniu technik projekcji, co pozwala na redukcje
wymiaru danych, ktory dla technik spektroskopowych jest szczegolnie duzy. Metody
projekcyjne tworza nowa niskowymiarowg przestrzen reprezentacji danych, ktorej osiami
s najbardziej istotne zmienne [26].

Klasyfikacj¢ probek na bazie widm mozna przeprowadzi¢ wykorzystujac analize
gtéwnych sktadowych (principal component analysis, PCA), analize¢ skupien (cluster
analysis, CA) i samoorganizujace si¢ mapy (self-organizing maps, SOM), ktore
umozliwiaja identyfikacje zmiennoséci spektralnej pochodzacej od réznych grup
zwigzkow chemicznych [27]. Polaczenie danych spektralnych z informacja
o przynaleznos$ci analizowanych obiektéw do okreslonych grup lub klas pozwala na
opracowanie modeli dyskryminacyjnych (discriminant analysis, DA). Natomiast uwgle-
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dnienie wynikow analiz referencyjnych umozliwia budowe modeli ilosciowych dla
wybranych sktadnikow lub parametrow. Najczes$ciej wykorzystywane sg w tym celu
regresja czastkowych najmniejszych kwadratow (partial least squares regression, PLS)
i sztuczne sieci neuronowe (artificial neural networks, ANN), rzadziej stosuje si¢ regresje
gtownych sktadowych (principal component regression, PCR) [28].

4. PRZYKLADY ZASTOSOWAN TECHNIK SPEKTROSKOPOWYCH
4.1. KLASYFIKACJA MATERIALU ROSLINNEGO

Rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana, L.), ze wzgledu na krétki cykl
zyciowy i najmniejszy wsrod roslin naczyniowych genom, jest w genetyce i biologii
molekularnej gatunkiem modelowym. Wykorzystujac technik¢ mikroskopii FTIR
w badaniach tkankowych stwierdzono, ze rézne zwiazki chemiczne obecne platkach
rzodkiewnika sg rozmieszczone w obrgbie tkanki w charakterystyczny sposob.
Obserwacja ta pozwolita na wykorzystanie obrazowania IR do $ledzenia zmian sktadu
kutykuli spowodowanych nadekspresja lub modyfikacja genéw zaangazowanych
w proces biosyntezy kutyny [29]. Analiza profilu polimerowego tkanek z zastosowaniem
technik LC/MS wymaga gramowych iloSci materiatu, co w przypadku ptatkow jest
niezwykle trudne do realizacji. Dodatkowo, mutacje gendéw odpowiedzialnych za
biosyntez¢ polimeréw kutyny, moga wplywaé na procesy zwigzane z formowaniem
kwiatostanu. W przypadku silnych fenotypdéw, mutanty charakteryzuja si¢ bardzo ubogim
kwiatostanem, ktéoremu towarzyszy karlowatos¢, wadliwy rozwdj pedow i fuzja
narzadow (organ fusion), co uniemozliwia przeprowadzenie klasycznych analiz
chemicznych. Widma IR ptatkow pozwolity odréznié¢ rosliny typu dzikiego (wild type,
WT) od roslin nalezacych do réznych rodzin mutacji kutyn (lacs2, pecl i pec2, gpat6
icyp77). Najbardziej charakterystyczne zmiany w widmach ptatkow zaobserwowano
w postaci zmiany potozenia pasm drgan rozciggajacych v(C=0), v.(C-H) ivy(C-H).
Wynikaja one gléwnie ze zmieniajacej sie¢ zawarto$ci o-dihydroksykwasow
thuszezowych, w szczegolnosci kwasu 10,16-dihydroksyheksadekainowego.

W przypadku mutacji o silnym fenotypie zaobserwowano réwniez bardzo istotne
zmniejszenie intensywnos$ci wspomnianych pasm w widmach IR w poréwnaniu do widm
dla WT, co wskazywato na zmiany gestosci i grubosci warstwy kutyny. Réznice
w morfologii kutykuli pomigdzy badanymi genotypami zostaly potwierdzone
obrazowaniem przy uzyciu mikroskopii elektronowej (TEM). Informacje uzyskane
z widm transmisyjnych ptatkow w zakresie MIR byly zgodne z danymi LC/MS dla
polimeréow kutyny wyekstrahowanych z kwiatow. Potwierdzaja one propagacje zmian
chemicznych w sktadzie kutykuli w réznych tkankach rzodkiewnika w obrebie badanych
mutacji [29, 30]. Na podstawie zarejestrowanych widm ptatkow WT i mutantow
opracowano model PCA. Wykresy obiektéw w przestrzeni PC1/PC2 pokazaty wyrazne
grupowanie probek nalezacych do roznych mutacji, a analiza skupien na bazie zakresow
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charakterystycznych dla estrow alifatycznych kwaséw tluszczowych, tj. obejmujacych
drgania v(C-H) i v(C=0), umozliwita klasyfikacje mutacji ze wzgledu na podobienstwo
zmian w warstwach kutyny (Rys. 3). Przeprowadzone badania potwierdzily, ze
mikrospektroskopia IR umozliwia prowadzenie unikalnych analiz chemicznych dla
tkanek roslinnych badz ich fragmentdw, dla ktérych uzycie innych technik badawczych
jest utrudnione.

Rysunek 3.

Figure 3.
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Szczegbdlnie wazna z punktu widzenia potencjalnych zastosowan jest

klasyfikacja materiatu roslinnego ze wzgledu na zawarto$¢ substancji aktywnych.
W przypadku preparatow leczniczych otrzymywanych na bazie surowcoéw roslinnych
wymagana jest standaryzacja materiatu pochodzacego z réznych upraw badz siedlisk,
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réznigcego si¢ zawartoscig substancji aktywnych. Podobnych procedur wymaga
produkcja kosmetykow czy produktéw spozywcezych. Oznacza to konieczno$é rozwijania
szybkich metod analitycznych, pozwalajacych oznaczaé iloSciowo wybrane grupy
zwigzkow chemicznych bez koniecznosci ich ekstrakcji z matrycy roslinne;j.
Przykladem zastosowania technik spektroskopowych do klasyfikacji materialu
ros§linnego byla analiza probek kory i lisci roznych gatunkéw 1 hybryd topoli,
stanowigcych zrodto salicylanéw i flawonoidéw [31]. Kora i liScie wierzbowatych
(Salicae) od tysiacleci sg wykorzystywane do leczenia infekcji i stanéw zapalnych.
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Rysunek 4.  Wykres obiektow PCA dla widm ATR probek lisci topoli: zawartos¢ salicylanow do 3% - kolor
czerwony, do 6% - zielony, do 9% - niebieski, powyzej 9% - pomarafnczowy

Figure 4. PC scores plots for ATR spectra of poplar leaves: salicylate content up to 3% - red, up to 6% -
green, up to 9% - blue, above 9% - orange

Zawartos¢ substancji aktywnych w surowcu S$cisle wiaze si¢ z przynaleznoscia
gatunkowa, jak rowniez zajmowanym przez ro§ling siedliskiem oraz sposobem
przetwarzania i przechowywania materialu. Wykorzystujac wykresy obiektow PCA,
modelu zbudowanego na bazie widm ATR wysuszonych i zmielonych lisci, na
ptaszczyznie PC1/PC2 uzyskano wyrazny rozdziat probek o zréznicowanej zawartosci
salicylanow (Rys. 4). Dzigki zastosowaniu technik spektroskopowych mozna wykonaé
wstgpne  analizy przetwarzanego surowca idostosowa¢ parametry procesu
technologicznego w trakcie wytwarzania leku. Jak wspomniano, potaczenie metod
spektroskopowych i chemometrycznej analizy danych umozliwia przeprowadzanie badan
przesiewowych (skriningu) materiatu roslinnego pod katem zawartosci pozgdanych
zwiazkow aktywnych, a tym samym optymalizacj¢ zrodet surowca.

Mozliwo$¢ identyfikacji probek na podstawie widm oscylacyjnych pokazano dla
suchego ziela czystka szarego (Cistus x incanus, L.), rosliny leczniczej pochodzenia
srédziemnomorskiego [32]. Dzigki wlasciwosciom przeciwzapalnym i1 przeciw-
utleniajacym od czaséw starozytnych ziele czystka jest stosowane w medycynie,
a charakterystyczny bukiet zapachowy wykorzystuje si¢ w perfumerii i kosmetyce.
Aktywno$¢ biologiczna ziela czystka jest zwigzana z obecno$cia flawonoidow
i garbnikow, m.in. pochodnych flawonoli (myrycetyny, kwercetyny i kemferolu) oraz ich
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glikozydow (mirycytryny, kwercytyny, hiperozydu, tylozydu), proantocyjanidyny oraz
hydrolizowanych garbnikéw. Za prozdrowotne walory surowca odpowiadaja rowniez
kwasy fenolowe, w tym kwas galusowy, p-kumarowy, chlorogenowy oraz kwas elagowy.
Wykorzystujac widma IR, NIR i Ramana wysuszonych i zmielonych lisci czystka
szarego pochodzacych z Turcji i Albanii, zbudowano modele PCA. Wykazano, Ze na
bazie widm ramanowskich, w ktérych pasma drgan rozciggajacych C=C zwigzkow
aromatycznych charakteryzujg si¢ duza intensywnoscia, latwo mozna wyodrgbni¢
zmiennos¢ widmowa zwigzang z obecnoscia polifenolowych substancji aktywnych.

PCt T

it e " ----------
204 3 ’/,. N ‘ ® \\‘
e s
2 £
®

z / “‘. 4

PC2 (\M E { ﬁ: ® { ° 4
Sopdt e e

! o S|L o Fxs Tl el g gn j
2ar o s a i
®x

N, L] /

kwas taninowy 3 Ny //"

Intensywno$¢ Ramana (j.u.)

T T T T T T T “4 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 : . . . :

. ~ 2 2
Liczba falowa (cm™) PC 1(60.11%)

Rysunek 5.  PCA dla widm Ramana ziela czystka szarego: strona lewa — przebiegi dwdch pierwszych
gléwnych sktadowych i widmo kwasu taninowego, strona prawa — wykres obiektow PC1/PC2;
zawarto$¢ TF < 30 mg ME/s.m. — kolor zielony, w zakresie 30-40 ME/s.m. — kolor czerwony,
TF> 40 ME/s.m. — kolor niebieski

Figure 5. PCA for Raman spectra of cistus herb: left side - loadings of the first two PCs and spectrum of
tannic acid, right side - plot of PC1/PC2 scores; TF content < 30 mg ME/d.w. — green, in the
range of 30-40 ME/d.w. — red color, TF> 40 ME/d.w. — blue color

Kombinacja pierwszej i drugiej gtdéwnej sktadowej umozliwita separacje badanego
materiatu roslinnego wedlug zawarto$ci flawonoidow, co przedstawiono na Rys 5.
Analiza danych widmowych z wykorzystaniem narzedzi chemometrycznych pozwala
takze okre$li¢ pochodzenie probek roslinnych, co jest istotne w przypadku kontroli
autentycznosci produktow 1 wykry¢ obecnos¢ domieszek. W badanym zestawie probek
kraj pochodzenia zadeklarowano tylko dla czeSci materialu roslinnego. Niemniej, na
bazie potozenia obiektow na plaszczyznie PCI1/PC2, mozna bylo zduzym
prawdopodobienstwem okresli¢ pochodzenie probek, dla ktorych brakowato deklaracji,
zardbwno na podstawie danych IR jak i ramanowskich. O przypisaniu probek do
konkretnej lokalizacji decydowata nie tyle zawarto$¢ substancji aktywnych, co pelny
sktad chemiczny materiatu ro§linnego, uwzgledniajacy zmiennos¢ zawartosci sktadnikow
budulcowych (celulozy, hemiceluloz, pektyn) oraz substancji odzywczych.
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4.2. ANALIZA ILOSCIOWA SUBSTANCJI ATYWNYCH I SKEADNIKOW
ODZYWCZYCH

Jak wspomniano we wstepie, podstawowym zastosowaniem spektroskopii
oscylacyjnej jest analiza strukturalna zwigzkéw chemicznych. Proporcjonalnosé
rejestrowanych sygnatéw w widmach oscylacyjnych do stezenia substancji obecnych
w badanym uktadzie umozliwia wykorzystanie widm IR i Ramana do analiz ilo$ciowych.
W przypadku probek pochodzenia naturalnego dane spektroskopowe wykorzystuje si¢
najczesciej do oznaczania stezen grup zwiazkow chemicznych [31, 32]. Niemniej,
w korzystnych warunkach i przy zastosowaniu odpowiednich narz¢dzi matematycznych,
mozliwe jest rowniez wyznaczenie zawarto$ci pojedynczych substancji, nawet wowczas,
gdy ich stezenia nie przekraczaja utamkow procentow wagowych [33].

Wspolczesne urzadzenia pomiarowe generujg ogromne zbiory danych, stad analiza
ilosciowa bazujaca na danych spektroskopowych wymaga uzycia technik modelowania
wielowymiarowego. Przy pomocy algorytméw chemometrycznych mozna oznaczyé
ilosciowo wiele sktadnikdéw obecnych w probkach pochodzenia naturalnego i wyznaczy¢
parametry, ktorych wartoSci s3a skorelowane ze skladem probek. Czynnikami
wplywajacymi na jako$¢ oznaczen iloSciowych na bazie danych spektroskopowych sa
jednorodnos$¢ probki, parametry zarejestrowanego widma, zawartos¢ badanego sktadnika
oraz doktadnos¢ analiz referencyjnych.

4.2.1. Schemat analizy

Analiza iloSciowa z wykorzystaniem danych spektroskopowych polega na budowie
modelu kalibracyjnego definiujgcego zaleznos$¢ pomigdzy informacjami zawartymi
w widmach a stgzeniami analizowanych sktadnikow, zgodnie z ogo6lna zaleznoscia
Y =f(X), gdzie Y reprezentuje macierz modelowanych parametrow, a X to macierz
danych widmowych [34]. Do konstrukcji modelu mozna wykorzysta¢ szereg metod,
poczynajac od zaleznosci liniowych pomigdzy stgzeniem a absorbancja lub
intensywno$cig promieniowania rozproszonego, przy wybranych liczbach falowych, co
pozwala otrzymac¢ krzywe kalibracyjne. Ten sposob postgpowania, w ktorym stezenie
kazdego z oznaczanych skladnikéw wyznacza si¢ na podstawie danych widmowych przy
wybranej liczbie falowej, jest okreslany mianem analizy przy uzyciu jednej zmienne;.
Pozwala on na przeprowadzenie oznaczen prostych uktadéw, dla ktorych pasma
analizowanych substancji s dobrze wyodrebnione. W przypadku analizy probek
naturalnych, tylko w nielicznych przypadkach mozliwe jest oznaczenie wybranych
zwiazkow przy uzyciu tej metody.

Uktady zawierajace wiele roznych substancji, czesto o podobnej budowie,
analizowane sa przy wykorzystaniu metody klasycznych najmniejszych kwadratow
(classical least squares, CLS), odwrotnych najmniejszych kwadratow (inverse least
squares, ILS), sieci ANN 1 technik wykorzystujacych transformacje danych
doswiadczalnych, z ktérych najwazniejsza jest metoda cze$ciowych najmniejszych kwa-
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dratow PLS. We wszystkich tych technikach modele kalibracyjne budowane sg w oparciu
o znaczne fragmenty widm, sktadajace si¢ z setek a nawet tysiecy punktow. Dla kazdego
oznaczanego sktadnika tworzy si¢ krzywa przewidywania, pokazujacg zaleznos¢ st¢zenia
wyznaczonego z modelu od stezenia znanego.

Do przeprowadzenia kalibracji wykorzystuje si¢ zwykle od okoto 2/3 do okoto 4/5
dostepnych probek, pozostate tworzg zestaw walidacyjny. Dla obu zestawow wyznaczane
sa parametry pozwalajace oceni¢ jako$¢ opracowanego modelu poczynajac od
wspOtczynnikoéw korelacji (R) i determinacji (R?), ktore charakteryzujg site zwigzku
pomigdzy zmiennymi niezaleznymi i zaleznymi. Rysowane sa wykresy reszt modelu
1 bledoéw wzglednych oznaczen, co pozwala zauwazy¢ probki odstajace. Probki te tatwiej
zidentyfikowaé¢ metoda walidacji krzyzowej. Polega ona na sukcesywnym wylgczaniu
kolejnych probek z zestawu kalibracyjnego, budowie modeli bez ich udziatu, a nastgpnie
kwantyfikacji pominigtych probek na bazie tych modeli. W kolejnym kroku probki
wracaja do zestawu kalibracyjnego. Miara uzyskiwang w tym postepowaniu jest
wspolczynnik korelacji walidacji krzyzowej (Rcv), czyli wspolezynnik korelacji dla
wektora o elementach tak wyznaczonych i wektora znanych warto$ci. Im jego warto$é
jest blizsza jednos$ci, tym opracowany model jest bardziej odporny (tzw. krzepko$é
modelu, robustness). Zwyczajowo, dla zestawow kalibracyjnych o liczebnosci
nieprzekraczajacej 30 wykonuje si¢ walidacje metoda odrzu¢ jedna probke LOO (leave-
one-out). Dla liczniejszych zestawow kalibracyjnych stosuje si¢ technike LNO (leave-n-
out, gdzie n =23, etc.).

Czgsto podawanymi syntetycznymi miarami jako$ci dopasowania sg $redni biad
kwadratowy (root-mean-square error, RMSE):

RMsE = [Enleloc) (8)
gdzie C# oznacza znane stgzenie substancji, C; to warto$¢ wyznaczona na podstawie
modelu, a n jest liczebno$cig serii lub wyrazany w procentach wzgledny standardowy
btad przewidywania (relative standard error of prediction, RSEP):

n A_ . 2
—Zi;fcicf;) x 100. ©)
i=1"i

RSEP(%) =

Bledy te obliczane s3 zaréwno dla zestawu walidacyjnych (RSEPwar) jak
i kalibracyjnego (RSEPkar). Powinny one by¢ poréwnywalne i dostatecznie mate.
Roznice w jakosci modeli kalibracyjnych i warto$ci bledéw oznaczen obrazuja
wyniki uzyskane na bazie widm ATR modelowego zestawu n=39 probek zawierajacych
ponad 80% diosminy oraz s6l sodowa karboksymetylocelulozy, alkohol poliwinylowy
i stearynian magnezu. Parametry modeli pozwalajacych oznaczy¢ diosming zostaty
przedstawione w Tabeli 1. Krzywa kalibracyjna wyznaczong przy wykorzystaniu
absorbancji pasma drgan v(C=0) o maksimum przy 1661 cm™' oraz krzywe
przewidywania otrzymane metodami CLS i PLS a takze blgdy oznaczen pokazuje Rys. 6.
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Techniki  chemometryczne  dostarczaja ~ wielu  uzytecznych  narzedzi
diagnostycznych, ktore umozliwiaja detekcje punktow odbiegajacych, sprawdzenie
kompatybilnosci serii kalibracyjnych i probek oznaczanych oraz kontrole liczby
faktorow, uwzglgdnianych przy budowie modelu by unikna¢ ,,przeuczenia modelu”

Tabela 1. Parametry modeli kalibracyjnych dla diosminy

Table 1. Parameters of calibration models for diosmin determination
Metoda
Parametr Krzywa kalibracyjna CLS PLS
Rkar 0.846 0.931 0.991
RwaL 0.768 0.878 0.983
Rev 0.815 0.905 0.949
RSEPkaL (%) 1.09 0.70 0.24
RSEPwaL(%) 1.09 0.78 0.31
RMSEkaL(g) 9.6 6.1 2.1
RMSEwaL(g) 9.6 6.9 2.7
nKAL 29 29 29
NwWAL 10 10 10

(overfitting). Zaleta chemometrii jest mozliwos¢ wykorzystania wielu sposobow
normalizacji i korekcji danych oraz metod selekcji zmiennych, mogacych istotnie
wptyna¢ jako§¢ modeli opracowywanych na bazie danych spektroskopowych. Finalnie,
przy uzyciu modelu o zweryfikowanej jakos$ci, przeprowadza si¢ oznaczenia
modelowanego sktadnika lub parametru wykorzystujac widmo analizowanej probki.

Analiza ilo$ciowa sktadnikow uktadéw ztozonych na bazie danych spektroskopowych
wymaga odpowiedniego planu badan. Bogate widma z wieloma nachodzacymi na siebie
pasmami i znieksztalcenia aparaturowe wymuszaja budowg modeli kalibracyjnych
w oparciu wigksza liczbe probek w poréwnaniu na przyktad do analiz ilo$ciowych
przeprowadzanych metodami chromatograficznymi. Jest to szczegélnie wazne
w przypadku modelowania sktadnikow, ktérych w badanym uktadzie jest niewiele.
W przypadku analiz ilo$ciowych ukladow wielosktadnikowych relatywnie prostych,
o znanym skladzie, np. produktow leczniczych, szczegdlny nacisk kladzie si¢ na
zachowanie ortogonalno$ci zawarto$ci sktadnikéw mieszanin kalibracyjnych. Dzieki
temu mozliwe staje si¢ uzycie metody najmniejszych kwadratow w wersji CLS lub ILS.
Ten sposdb postepowania znajduje zastosowanie przy odtwarzaniu sktadu preparatow
leczniczych w warunkach laboratoryjnych i opracowaniu procedur oznaczania st¢zen
substancji czynnej APl (active pharmaceutical ingredient). Metoda PLS pozwala
przeprowadzi¢ analiz¢ zawarto$ci API zar6wno w pojedynczych produktach handlowych
[35-38], jak rowniez w preparatach o zblizonym skladzie masy tabletkowe;,
zawierajacych t¢ sama substancj¢ czynna [39-42]. Ze wzgledu na zazwyczaj wysokie, od
kilku do kilkudziesieciu procent, stezenie API lekach, rozne techniki spektroskopii
oscylacyjnej moga z powodzeniem znalez¢ zastosowanie w badaniach ilo$ciowych.
Niemniej, najwigkszy potencjal analityczny wydaje si¢ mie¢ technika ramanowska, po-
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mimo zwykle nizszego stosunku sygnatu do szumu S/N w poroéwnaniu z widmami NIR
i IR. Znane sg przyktady oznaczen na bazie widm ramanowskich substancji aktywnych

w preparatach handlowych, w ktorych zawarto$§¢ API stanowita mniej niz 0,05% masy
uktadu [43, 44].
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Rysunek 6.  Modelowanie zawartosci diosminy na bazie widm ATR: strona lewa - krzywa kalibracyjna,

Figure 6.

krzywe regresji dla modeli CLS i PLS, strona prawa — bledy wzgledne
Determination of diosmin content based on ATR spectra: left panel - calibration curve, and
prediction curves for CLS and PLS models; right panel - relative errors
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Nieco inaczej wyglada schemat analizy ilosciowej substancji w produktach
naturalnych 1 ro$linnych. Charakter tych uktadow sprawia, ze w warunkach
laboratoryjnych nie mozna odtworzy¢ ich sktadu. Dodatkowo, wiele interesujacych
sktadnikow, np. substancji aktywnych, jest mieszaning zwigzkéw o zblizonej budowie.
Analiza ilosciowa sprowadza si¢ wiec do oznaczenia nie pojedynczej formy substancji,
lecz catej grupy zwigzkoéw o podobnej strukturze. Dlatego, w przypadku analiz materiatu
pochodzenia naturalnego metody oficjalne pozwalaja oznaczy¢ stezenie grupy zwiazkow,
a wynik podawany jest w przeliczeniu na zwiazek bazowy [45]. Analizy ilosciowe
produktow naturalnych w oparciu o widma oscylacyjne polegaja na konstrukcji modeli
kalibracyjnych, z wykorzystaniem macierzy zmiennych zaleznych Y zawierajacej wyniki
analiz referencyjnych, przeprowadzanych dla badanych substancji wg dedykowanych
procedur analitycznych. Niedogodnoscig moze by¢ fakt, ze oficjalne metody analizy
czesto bazuja na wynikach oznaczen substancji wyekstrahowanych z matrycy naturalne;j
przy pomocy okreslonych rozpuszczalnikow. Jak juz wspomnieliSmy, nie zawsze
kontrolowany jest poziom wymycia badanej grupy zwiazkéw, dodatkowo niektore ze
stosowanych metod charakteryzuje niedostateczna precyzja. Oznacza to, ze bledy
oznaczen referencyjnych znajduja wprost odzwierciedlenie w wynikach otrzymywanych
w oparciu 0 modele chemometryczne psujac ich jakos$¢.

Doktadna znajomos$¢ sktadu badanego uktadu ma rowniez te zalete, ze moze
postuzy¢ do monitorowania proceséw produkcji oraz analiz wyroboéw gotowych [46, 47].
Dzigki temu, techniki spektroskopii oscylacyjnej znalazly zastosowanie jako narzedzia
kontroli i analizy procesdw wytworczych (process analytical technology, PAT)
w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym [48].

4.2.2. Przyklady oznaczen iloSciowych

We wspomnianych wczes$niej analizach spektroskopowych 185 probek kory i lisci
topoli [31], przeprowadzono modelowanie zawartosci salicylanow i flawonoidow. Na
bazie widm ATR, DRIFTS, NIR i Ramana oraz analiz referencyjnych zbudowano modele
PLS. Otrzymano je optymalizujac zakresy widmowe dla kazdej z technik irodzaju
badanego materiatu roslinnego. W przypadku salicylandw, ktorych stezenia zmieniaty si¢
w granicach 0,6-8,1% dla kory i 0,5-10,0% dla lici, modele kalibracyjne
charakteryzowaly si¢ warto$ciami wspolczynnikéw korelacji w zakresie 0,984-0,991,
a parametry Rcv dla walidacji krzyzowej miescity si¢ w przedziale 0,891-0,982. Bledy
RSEP oznaczen salicylanéw w probkach kalibracyjnych i walidacyjnych zawieraly si¢
w granicach 6,0-9,9%, przy czym dla kory bledy te byly o ok. 2% nize niz btedy oznaczen
salicylanow w lisciach. Druga grupa substancji aktywnych oznaczanych w analizowanym
materiale roslinnym byly flawonoidy, ktorych st¢zenia miescity si¢ w zakresie 0,1-0,5%
oraz 0,4-1,8%, odpowiednio dla kory i lisci. Mimo nizszej, w poréwnaniu do salicylanow,
zawartosci TFL w badanych probkach, mozliwe bylo opracowanie wiarygodnych modeli
kalibracyjnych. Oznaczenia iloSciowe flawonoidéw w korze obarczone byly bigdami
RSEP 7,0-9,2%. Dla lisci btgdy te miescily si¢ w przedziale 3,4-6,5% (Rys. 7).
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Rysunek 7. Wartosci bledow RSEPwar oznaczen catkowitej zawartosci salicylanow (SAL) i flawonoidéw
(TFL) w korze i liSciach topoli na bazie danych spektroskopowych

Figure 7. RSEPwa. error values of total salicylates (SAL) and flavonoids (TFL) determinations in poplar
bark and leaves based on spectroscopic data

Kazda z uzytych technik spektroskopii oscylacyjnej pozwolita oznaczyé zawartosé
salicylanow i flawonoidéw w sproszkowanych probkach kory i lisci bez koniecznosci
ekstrakcji substancji aktywnych z materiatu roslinnego.

Analiza catkowitej zawarto$ci polifenoli (TPC), TFL oraz aktywnosci
przeciwutleniajacej FRAP dla ziela czystka szarego data jeszcze lepsze wyniki [32].
W suszonym materiale stezenie TPC zmieniato si¢ w zakresie 36,4-69,8 mg GAE/g, TFL
od 16,8 do 53,5 mg ME/g, a aktywno$¢ FRAP oznaczono w przedziale 16,9-48,5 mM
GAE/g. Na podstawie widm zmielonych probek i wynikoéw analiz referencyjnych
opracowano modele kalibracyjne technika PLS. Najlepsza zdolno$cia prognostyczna
charakteryzowaty si¢ te otrzymane na bazie widm Ramana. Btedy RSEP oznaczen trzech
analizowanych parametrow dla probek walidacyjnych wyniosty 2,7%, 2,9% i 5,4%,
podczas gdy dla modeli zbudowanych na bazie widm MIR i NIR bledy te byly prawie
dwa razy wicksze. Na uwage zashuguje fakt uzyskania wyzszych wartosci parametru Rev
dla modeli dedykowanych oznaczeniom TFL (0,915-0,966) w poréwnaniu do warto$ci
parametru przy modelowaniu catkowitej zawartos$ci polifenoli (0,826-0,842).

Mozliwos¢ roéwnoczesnej analizy skladnikow odzywczych 1  wybranych
parametréw fizykochemicznych probek pytku pszczelego w oparciu o widma oscylacyjne
pokazano w pracy Weglinskiej i innych [49]. Optymalizujac zakresy widm IR, NIR
i Ramana zbudowano modele kalibracyjne umozliwiajace oznaczenie zawartosci bialka,
cukrow redukujacych, thuszczu i polifenoli, a takze aktywnosci przeciwutleniajacej, pH
oraz parametréw barwy. W przypadku analiz sktadnikow odzywczych btedy oznaczen
probek walidacyjnych miescity si¢ w granicach 1,7-2,3% dla bialka, 2,5-3,6% dla cukrow
1 2,6-3,6% dla tluszczu, przy czym najnizsze bledy RSEP zanotowano dla modeli
opracowanych na bazie widm ramanowskich.
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Rysunek 8.  Wartosci btedow RSEPwa oznaczen iloSciowych parametrow fizykochemicznych pytkow
pszczelich na bazie danych spektroskopowych

Figure 8. RSEPwa. error values for quantitative determination of physicochemical parameters of bee pollen
based on spectroscopic data

Pomimo stosunkowo niewielkiej zawarto$ci zwigzkéw polifenolowych, uzyskano niskie
btedy oznaczen, w granicach 3,1-3,5%. Warto$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej ABTS
pylkéw silnie korelowata z zawartoscia TPC, a wyznaczone btedy RSEPwar byly nizsze
niz dla oznaczen polifenoli i miescity si¢ w zakresie 2,2-3,4%. W pracy tej przedstawiono
rowniez mozliwo$s¢ modelowania przy uzyciu danych widmowych wartosci pH
(RSEPwa1=1,5-2,2%) oraz parametrow barwy L i H (RSEPwa1=1,6-3,2%) badanych
probek, co potwierdza wysoki potencjal spektroskopii oscylacyjnej w analizie ztozonych
uktadéw naturalnych. Warto wspomnie¢, ze dla jednej probki, czas potrzebny do
oznaczenia 8 analizowanych parametrow, w oparciu o kazde z jej widm oscylacyjnych,
byt blisko sto razy krotszy od czasu potrzebnego do wykonania analiz referencyjnych.
Zestawienie btgdow oznaczen ilo§ciowych na bazie réznych technik pokazano na Rys. 8.

Przedstawiony w pracy tok postgpowania bazujagcy na chemometrycznej analizie
danych spektroskopowych daje mozliwo§¢ wyznaczenia szeregu parametréw probki na
podstawie pojedynczego widma. Co wazne, tego typu procedura nie wymaga
rozpuszczenia probki i ekstrakcji oznaczanych sktadnikow co, jak wspomnielismy,
wielokrotnie skraca czas analizy 1 eliminuje konieczno$¢ uzycia odczynnikow
chemicznych.

4.2.3. Analiza produktéw spozywczych

Opisana powyzej procedura moze znalez¢ zastosowanie w analizie produktow
spozywczych. Wykorzystanie danych widmowych w znaczacy sposob przyspiesza
oznaczanie zawartosci sktadnikow odzywczych i wybranych cech fizykochemicznych,
w szczeg6lno$ci, gdy wyznaczenie pojedynczego parametru przy uzyciu standardowo
stosowanych protokotow jest procesem zmudnym lub kosztownym. Powszechnie stoso-



768 S. MAZUREK, R. SZOSTAK

wane metody oznaczania wilgotno$ci w makach, zalecane przez American Association
of Cereal Chemists (AACC), polegaja na suszeniu probki w temp. 105 °C, do uzyskania
state] masy, co zajmuje okoto 3 godzin. Wyznaczenie zawartosci popiolu wigze si¢
z analizg spaleniowg w temp. 550°C. Na bazie widm Ramana probek maki, uzyskanych
z przemialu 15 réznych odmian pszenicy, oraz wynikéw analiz referencyjnych
opracowano modele PLS umozliwiajagce oznaczenie wilgotnosci, a takze zawartosci
popiotu, azotu, wegla, siarki i tlenu [50]. W przypadku dwodch pierwszych parametrow
btad RSEP dla probek walidacyjnych byt na poziomie 2,1 i1,7%, podczas gdy
modelowanie sktadu pierwiastkowego dato btedy rowne 0,1 i 0,3% dla C i O oraz 1,1
13,3% dla N i S. Wszystkie powyzsze oznaczenia przeprowadzono na bazie
pojedynczego widma probki, ktérego czas rejestracji nie przekraczal 5 min.

W innych badaniach spektroskopi¢ oscylacyjng zastosowano do analiz wilgotnosci
makaronow, jednego z podstawowych parametréw determinujgcych jakosé¢ gotowych
produktow [51]. Widma ATR, NIR i Ramana zhomogenizowanych prébek postuzyty do
konstrukcji modeli kalibracyjnych. Na ich podstawie wyznaczono wilgotnos¢ z btgdem
w granicach 2.1-5.7%. Najnizsze warto$ci uzyskano dla modelu opracowanego
z wykorzystaniem widm ATR.

Techniki spektroskopowe sa szczegdlnie uzyteczne, gdy oznaczenie interesujgcego
parametru przy uzyciu standardowych technik analitycznych jest procesem dtugotrwatym
i ktopotliwym. Przyktadem takich analiz sa oznaczenia zawartosci glutenu w makach,
realizowane przy pomocy ucigzliwej techniki wymywania lub testéw immunologicznych
ELISA. Jako alternatywe, pokazano zastosowanie spektroskopii IR, NIR i Ramana [52].
Na bazie widm oscylacyjnych opracowano modele PLS, pozwalajace oznaczy¢ gluten
z doktadnoscig 3-5%.

Techniki spektroskopowe zastosowano rowniez do analizy mleka i jogurtow.
Oznaczenia zawarto$ci thuszczu, biatka 1 laktozy w jogurtach naturalnych
przeprowadzono na bazie widm ramanowskich z doktadnoscia 2-4% oraz widm ATR
z btedem 1-5% [53]. Podobne oznaczenia dla mleka byly obarczone bledami w zakresie
2-6% 1 2-3% [54]. Omoéwione badania sugeruja silny wplyw jednorodnosci badanego
materiatu i wielko$ci obszaru prébkowania na jako$¢ analiz.

Czynnikami  wplywajacymi na atrakcyjno$¢ technik  spektroskopowych
w zastosowaniach analitycznych sg tatwo$¢ i prostota pomiaru. Jako$§¢ modeli
kalibracyjnych i uzyskanych na ich podstawie oznaczen iloSciowych zalezy od stosunku
sygnatu do szumu (S/N) dla rejestrowanych widm. O ile widma ATR i NIR
charakteryzuja si¢ na ogot wysokimi warto§ciami parametru S/N, to widma DRIFTS
w zakresie MIR i widma Ramana sg najczeséciej gorszej jakosci. Poprawe stosunku
sygnatlu do szumu mozna uzyskac poprzez wydhuzenie czasu rejestracji widm, co nie jest
pozadane w razie koniecznosci analizy wielu prébek. Pogorszenie rozdzielczo$ci
mierzonych widm pozwala, przy tym samym czasie zapisu, uzyska¢ polepszenie para-
metru S/N, w tym przypadku trzeba si¢ jednak liczy¢ ze stratg informacji mozliwych do
uzyskania z tak zarejestrowanych widm [55, 56].
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Wplyw rozdzielczosci widm na jako$¢ oznaczen ilosciowych skladnikow
odzywczych sprawdzono badajac probki mleka krowiego [54]. Dla serii zhomogenizowa-
nych mieszanin probek mleka zbudowano modele kalibracyjne na bazie widm FT

Ramana otrzymanych z rozdzielczoscig 8, 16 i 32 cm’!
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Rysunek 9.  Wykresy parametrow RSEPwar i Rey modelowania PLS zawarto$ci sktadnikéw odzywczych
w mleku krowim na bazie widm Ramana

Figure 9. Plotted RSEPw41 and Rey parameters for PLS modelling of nutrients’ content in cow’s milk based
on Raman spectra

Modele PLS zbudowane na bazie widm zarejestrowanych z rozdzielczoscig 16 cm’!
charakteryzowaty si¢ najnizszymi wartosciami btedéw RSEP i najwyzszymi warto$ciami
wspoélczynnika Rey.

Btedy RSEPwar dla oznaczen weglowodanow, biatka, thuszczu i suchej masy wyniosty
odpowiednio 3,1, 3,8, 5,9 i 2,6%. Polepszenie rozdzielczoéci do 8 cm™! powinno wigzaé
si¢ z pojawieniem si¢ dodatkowych informacji. Niemniej tak otrzymane widma
charakteryzowaly si¢ nizszym stosunkiem S/N w poréwnaniu z widmami
zarejestrowanymi z rozdzielczoscig 16 cm™'. Zwickszony poziom szumu spowodowat
pogorszenie zdolnosci prognostycznej opracowanych na ich podstawie modeli
kalibracyjnych. Widma zapisane z rozdzielczo$cig 32 cm™! byly mniej zaszumione lecz
zbyt rzadkie probkowanie wigzato si¢ z czgsciowa utrata informacji. W konsekwencji,
opracowane modele kalibracyjne charakteryzowaly si¢ podwyzszonymi wartosciami
btedow RSEP, ktore dla zestawow walidacyjnych wyniosty 5,8, 6,8, 7,01 3,4%. Uzyskane
wyniki przedstawiono na Rys. 9.

Widma charakteryzujace si¢ wysokim stosunkiem sygnatu do szumu pozwalaja
uzyskaé oznaczenia ilo§ciowe obarczone matymi btedami takze dla probek naturalnych.
Rozdzielczo$é z jaka rejestrowane sa widma wydaje si¢ mie¢ mniejsze znaczenie [57,
58]. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku uzycia spektrometrow przenosnych,
o gorszych parametrach optycznych i elektronicznych.
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4.3. TECHNIKI OBRAZOWANIA

Waznym obszarem zastosowan spektroskopii oscylacyjnej w analizie fitozwigzkow
w ro$linach jest obrazowanie chemiczne. Mozliwo$¢ szybkiej rejestracji widm IR
i Ramana w polaczeniu z mikroskopig optyczng znajduje szerokie zastosowanie
w analizie tkanek roslinnych, umozliwiajac poréwnanie informacji strukturalnych ze
sktadem chemicznym badanego fragmentu probki. W technikach obrazowania dane
pomiarowe s3 umieszczane w wielowymiarowej macierzy, tzw. hyper-cube, Zawiera ona
widma skanowanej powierzchni zarejestrowane w punktach o wspotrzgdnych (x,y).
Wyswietlajac intensywnos$¢ sygnalu w widmie przy wybranej liczbie falowej dla kazdego
punktu powierzchni uzyskuje si¢ mape. Liczba mozliwych do uzyskania map odpowiada
dlugosci wektora liczb falowych i czesto jest liczona w tysiacach. W praktyce, wiele map
jest do siebie bardzo podobnych i nie wszystkie majg warto$¢ analityczng. Konfokalna
mikroskopia ramanowska pozwala dodatkowo uzyska¢ mapy dla wspotrzednej z,
pokazujac przekroj poprzeczny badanej probki [59].

We wspomnianej w paragrafie 4.1 pracy dotyczacej analizy tkanek mutantow kutyny
rzodkiewnika [29] opisano rejestracj¢ zestawoéw widm IR pozwalajacych na obrazowanie
ptatkow wybranych przedstawicieli roslin genetycznie zmutowanych oraz typu WT.
W celu zwigkszenia zdolnosci rozdzielczej, analizy wykonano na bazie drugich
pochodnych widm transmisyjnych obliczonych metoda Savitzkiego-Golaya przy uzyciu
przedziatow 15-punktowych i wielomianu stopnia 3-go. Niezwyklym odkryciem bylo
stwierdzenie nier6wnocennego rozmieszczenia substancji chemicznych w obrgbie
badanych tkanek. Dla kazdej z podstawowych grup zwigzkow wchodzacych w ich sktad,
tj. estrow alifatycznych kwasow tluszczowych, biatek, celulozy, hemiceluloz i pektyn
otrzymano charakterystyczne mapy absorpcji, przy czym mapy dla poszczegoélnych drgan
przypisanych danej grupie zwigzkoéw miaty taki sam wzoér. Podobienstwa pomigdzy tymi
mapami a mapami otrzymanymi dla innych drgan umozliwity doktadniejsze przypisanie
pasm w widmach IR, w szczegélnoséci tych, ktorych przypisania literaturowe byty
niejednoznaczne. Wykorzystujac podobienstwo map otrzymanych dla drgan v(C=0),
vas(C-H), vs(C-H) i 8(C-H) potwierdzono, ze dla mutantow kutyny, dla ktorych grubosc¢
warstwy polimerowej w ptatkach byta znaczaco zredukowana w stosunku do roslin WT,
obserwuje si¢ zachowanie -charakterystycznego, niejednorodnego rozmieszczenia
biopolimeru w obrebie tkanki.
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Rysunek 10. Obrazowanie chemiczne: wzgledne mapy absorpcji biatko/lipidy dla ptatkow rzodkiewnika
ro$liny kontrolnej (WT) i mutacji lacs2-3. Skala kolorystyczna reprezentuje stosunek wartosci
drugich pochodnych widm IR dla pasm 1733 cm™ i 1658 cm’!

Figure 10.  Chemical imaging: relative protein/lipid maps for Arabidopsis petals of wild-type plant and the
lacs2-3 mutation. Colorbar represents ratio of the second derivative values of IR spectra for bands
1733 cm™ and 1658 cm™!

Jedna z zalet technik obrazowania jest mozliwos¢ uzyskania tzw. map wzglednych
otrzymywanych w wyniku operacji matematycznych wykonywanych dla map tej same;j
probki uzyskanych dla réoznych drgan. Pozwalajg one przedstawi¢ zaleznosci pomigdzy
roznymi grupami zwigzkow chemicznych i $ledzi¢ zmiany dla wielu substancji
jednoczesnie, znaczaco ulatwiajac interpretacj¢ danych. Poréwnanie map wzglednych
uzyskanych dla mutantéow kutyny i typu WT uzmystawia skal¢ zmian chemicznych
w tkance, ktore sa nastgpstwem mutacji, wygaszenia lub nadekspresji wybranych genow
regulujacych biosyntez¢ kutyny. Przyktad map wzglednych, pokazujacych stosunek
zawartosci biatka do lipidow dla tkanki rosliny kontrolnej i mutanta lacs23 przedstawiono
na Rys. 10.

Techniki obrazowania ramanowskiego 1 podczerwonego, 1aczac obrazy
mikroskopowe z informacjami spektroskopowymi, tworza unikalne narzg¢dzia
wspomagajace badania materiatu roslinnego oraz produktéw pochodzenia naturalnego.
Obrazowanie znajduje coraz powszechniejsze zastosowanie w analizach tkanek
ro$linnych, umozliwiajac analizy strukturalne tkanek, biopolimeréw oraz substancji
biologicznie czynnych [60-64].
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UWAGI KONCOWE

Spektroskopia oscylacyjna w potaczeniu z metodami chemometrycznymi pozwala
wykona¢ szczegétowe analizy materialu ro$linnego, produktéw naturalnych
i spozywczych. Wazna zaleta metod wykorzystujacych widma IR i Ramana jest
mozliwo§¢ przeprowadzania oznaczen dla probek w ich natywnej postaci bez
koniecznosci ekstrakcji oznaczanych substancji. Dostepne techniki pomiarowe pozwalaja
na pomiar widm roéznorodnych prébek, umozliwiaja tez badania in vivo. Nowe
mozliwo$ci stwarza spektroskopowe obrazowanie chemiczne, ktoére pozwala na analizy
strukturalne tkanek. Dostarczajac informacji o rozmieszczeniu przestrzennym badanych
zwigzkow umozliwia $ledzenie procesoOw biosyntezy waznych z punktu widzenia

fizjologii roslin, jak rowniez zmian chorobowych.
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