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This paper discusses the potential of Raman 
spectroscopy for the characterization of 
vegetable oils and dietary supplements 
based on polyunsaturated fatty acids of the 
omega‑3 family (ω‑3 PUFA). The present study 
demonstrates that Raman spectra can be 
employed to determine the iodine value of 
vegetable oils, form of ω‑3 PUFA, relative total 
ω‑3 PUFA content, and ratio of the mass fractions 
of eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic 
(DHA) acids in the Оmega‑3 dietary supplements. 
Furthermore, the paper discusses potential 
applications of the principal component analysis 
(PCA) to Omega‑3 supplement characterization 
using Raman spectra.
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INTRODUCTION
Today, many industries (medical, pharmaceutical, 
and agricultural) require the implementation of non-
destructive quality control methods for both raw mate-
rials and final products. The development of such meth-
ods is of a great importance for mass-market products, 
which include vegetable oils and animal fats. Vegetable 
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oils and animal fats are valuable food products that are 
widely used in the manufacture of pharmaceuticals 
and cosmetics  [1]. They are also a  potential renewable 
raw material for biodiesel production [1,2] and are main 
part of the composition of nutritional supplements. In 
Russia, for example, fish oil supplements (omega‑3 
supplements), especially based on omega‑3 polyun-
saturated fatty acids (ω‑3 PUFA), are among the most 
widely consumed categories of supplements  [3]. Regu-
lar intake of such supplements helps one to compen-
sate the traditional deficiency of ω‑3 PUFAs in Russia, 
especially the deficiency of eicosapentaenoic acid (EPA, 
C20H30O2) and docosahexaenoic acid (DHA, C22H32O2), as 
well as helps to maintain the health of the cardiovascu-
lar and nervous systems [4].

Vegetable oils and animal fats are mixtures of tri-
glycerides (TG) of saturated and unsaturated fatty acids. 
The ratio of the number of unsaturated double (C=C) 
and saturated single (C–C) carbon-carbon bonds in the 
molecules of such TGs largely determines many prop-
erties of vegetable oils (sensitivity to heat, resistance 
to oxidation, stability, drying rate, etc.), their storage 
conditions and applications  [5]. This ratio is character-
ised by the iodine value, defined as the mass of iodine 
(in grams) that can bond to 100 grams of oil in a chemi-
cal halogenation reaction.

Knowledge of the iodine value is essential when 
using oils in the pharmaceutical, cosmetic and paint 
industries, as well as in the production of biodiesel [1,2]. 
However, for a number of applications, particularly in 
the manufacture of omega‑3 supplements, it is neces-
sary to determine the total ω‑3 PUFA content and the 
content and ratio of EPA and DHA rather than the 
iodine value.

The ω‑3 PUFAs found in commercial omega‑3 supple-
ments exist in a number of different forms, which can 
affect the rate at which the body absorbs the ω‑3 PUFAs. 
The most prevalent forms of the ω‑3 PUFAs in such sup-
plements are TG and ethyl esters (EE) of fatty acids.

The structural formulas of fatty acid TG and EE mol-
ecules, as well as EPA and DHA, are shown in Figure 1.

The counterfeiting or production of low-quality vege-
table oils and dietary supplements, as well as violations 
of transport and storage conditions, pose a significant 
risk to the safety and health of consumers. Therefore, 
the development of rapid and efficient analytical meth-
ods for these products is essential to ensure quality 
control, particularly at the stage of delivery from the 
manufacturer to the consumer, as well as for the in-
time detection of counterfeit products.

The traditional techniques for analyzing the compo-
sition and quality of vegetable oils and animal fats are 
chemical and physicochemical methods, namely liquid 

ВВЕДЕНИЕ
В  настоящее время во многих отраслях промыш-
ленности (медицине, фармацевтике, сельском 
хозяйстве и  т. д.) весьма востребованы неразруша-
ющие методы экспресс-контроля качества сырья 
и производимой продукции. Развитие таких мето-
дов особенно актуально для продуктов массового 
потребления, к  которым относятся растительные 
масла и животные жиры.

Как известно, растительные масла и  живот-
ные жиры являются ценным продуктом пита-
ния, широко применяются для создания лекар-
ственных препаратов и косметических средств  [1]. 
Помимо этого, они рассматриваются в  качестве 
перспективных возобновляемых сырьевых ресур-
сов для создания биодизельного топлива  [1, 2], 
входят в  состав биологически активных добавок 
(БАД). Например, в России БАД на основе рыбьего 
жира, а именно на основе омега‑3 жирных кислот 
(БАД Омега‑3), являются одними из самых потре-
бляемых добавок  [3]. Регулярный прием таких 
добавок помогает восполнить традиционный для 
России дефицит длинноцепочечных полиненасы-
щенных жирных кислот семейства омега‑3 (ПНЖК 
ω‑3), в  частности, дефицит эйкозапентаеновой 
(ЭПК, C20H30O2) и докозагексаеновой (ДГК, C22H32O2) 
кислот, а  также помогает поддерживать здоровье 
сердечно-сосудистой и нервной систем [4].

Растительные масла и  животные жиры пред-
ставляют собой смеси триглицеридов (ТГ) насы-
щенных и  ненасыщенных жирных кислот. 
Соотношение числа ненасыщенных двойных 
(С=С) и  насыщенных одинарных (С−С) углерод-
углеродных связей в  молекулах таких ТГ в  зна-
чительной степени определяет многие свойства 
растительных масел (чувствительность к  нагреву, 
устойчивость к окислению, стабильность, скорость 
высыхания и т. д.), условия их хранения и область 
применения  [5]. Это соотношение характеризу-
ется с помощью йодного числа, определяемого как 
масса йода (в  г), которая может присоединиться 
к  100  г масла при проведении химической реак-
ции галогенирования.

Знание йодного числа необходимо при исполь-
зовании масел в  фармацевтической, косметиче-
ской и лакокрасочной промышленностях, а также 
для создания биодизельного топлива  [1, 2]. Тем 
не менее, для ряда применений, в частности при 
производстве БАД Омега‑3, требуется определять 
не йодное число, а  общее содержание ПНЖК ω‑3, 
а также содержание и соотношение ЭПК и ДГК.

ПНЖК ω‑3 в  коммерческих БАД Омега‑3 могут 
быть в нескольких различных формах, от которых 
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or gas chromatography and titrimetric analysis  [6–8]. 
These techniques require a  high level of expertise and 
the use of potentially hazardous reagents. In addition, 
they can only be provided in specialized laboratories. 
For this reason, alternative methods of oil characteriza-
tion, based, in particular, on vibrational spectroscopy, 
are now being actively developed [9–12].

Raman spectroscopy is a  fast and non-destructive 
analytical method that requires no sample prepara-
tion. The analysis can be performed in a  mobile labo-
ratory or “in  situ”. For this reason, this technique is 
a  very attractive option for the study of vegetable oils 
and animal fats. In contrast to traditional techniques, 
Raman spectroscopy permits analysis through plastic 
packaging and, in the case of Omega‑3 supplements, 
through a  gelatin capsule  [13]. For the Russian Fed-
eration, the important factor in the development of 
this technique for tasks of product quality monitor-
ing is the established production of portable Raman 
spectrometers [14].

In this paper, we study the potential of Raman 
spectroscopy to determine the degree of unsaturation 
(iodine value) in vegetable oils, as well as the content 
and form of ω‑3 PUFAs in Omega‑3 supplements.

зависит скорость их усвоения 
организмом. Наиболее распро-
страненными являются формы 
ТГ и  этиловых эфиров (ЭЭ) жир-
ных кислот. Структурные фор-
мулы молекул ТГ и  ЭЭ жирных 
кислот, а также ЭПК и ДГК пока-
заны на рис. 1.

Фальсификация или произ-
водство некачественных расти-
тельных масел и  БАД, наруше-
ние условий транспортировки 
и  хранения создают серьезную 
угрозу безопасности жизни 
и  здоровью людей. Таким 
образом, разработка быстрых 
и эффективных методов анализа 
этих продуктов необходима для 
обеспечения контроля качества, 
прежде всего, на этапе доставки 
от производителя к  потреби-
телю, а  также для своевремен-
ного обнаружения контрафакт-
ной продукции.

Традиционными методами 
анализа состава и  качества рас-
тительных масел и  животных 
жиров являются химические 
и  химико-физические методы, 
такие как жидкостная или газовая хроматография 
или титриметрический анализ  [6–8]. Эти методы 
требуют высокого профессионального уровня 
персонала, применения небезопасных реакти-
вов и  могут быть использованы только в  условиях 
специальных лабораторий. Ввиду этого сейчас 
активно развиваются альтернативные методы 
исследования масел, основанные, в частности, на 
колебательной спектроскопии [9–12].

Возможность проводить исследования неразру-
шающим способом и  вне специальных лаборато-
рий, быстрота получения результата, отсутствие 
этапа подготовки проб делают спектроскопию ком-
бинационного рассеяния (КР) света перспектив-
ным методом исследования растительных масел 
и  животных жиров. В  отличие от других методов, 
спектроскопия КР позволяет проводить их исследо-
вание через пластиковую упаковку, а в случае БАД 
Омега‑3 –  ​через желатиновую капсулу [13]. Немало-
важным фактором для развития в  России этого 
метода применительно к  задачам мониторинга 
качества продукции является налаженное произ-
водство портативных КР-спектрометров [14].

Рис. 1. Структурные формулы молекул ТГ и ЭЭ жирных кислот, ЭПК и ДГК. 
R1, R2, R3 – ​углеводородные радикалы жирных кислот
Fig. 1. Structural formulas of molecules of fatty acid TGs and EEs, EPA and DHA. 
R1, R2, R3 are hydrocarbon radicals of fatty acids
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MATERIALS AND METHODS
This study examined samples of 18 commercial veg-
etable oils and 18 commercial Omega‑3 dietary sup-
plements. A  Senterra  II confocal Raman microscope 
(Bruker, USA) equipped with a 20x objective (N.A. 0.40) 
and a  laser with an emission wavelength of 785  nm 
and an output power of 100 mW was used to record the 
Raman spectra of oils and dietary supplements. Spec-
tra were recorded at 1.5 cm‑1 spectral resolution in a 180° 
scattering geometry. For each sample, 40 spectra were 
recorded. The accumulation time of each spectrum was 
5 s. The iodine values of the vegetable oils was deter-
mined by titrimetric analysis using the Margoshes 
method  [15]. The iodine value for each sample was 
measured 3 to 6 times, and the average value was used 
in the following analysis.

Principal component analysis was performed using 
the utility “The Principal Component Analysis for Spec-
troscopy application” for the OriginPro software pack-
age (Learning Edition license).

RESULTS AND DISCUSSION
Figs. 2 and 3 show the Raman spectra of vegetable 
oils with different iodine values (IV) and the Raman 
spectra of Omega‑3 supplements with different rela-
tive content of ω‑3 PUFAs, respectively. The relative 
content was taken as the ratio of the mass of all the 
PUFAs ω‑3 to the total mass of the fish oil in the supple-
ment. Spectra were normalized to the peak intensity of 
the Raman band belonging to deformation CH2 vibra-
tion (δ(CH2)). This vibration is observed in the spectra 
of vegetable oils and Omega‑3 supplements with ω‑3 
PUFA content less than 40% at 1440 cm‑1. For the con-
tent of these acids in the Omega‑3 supplements more 
than 40%, the δ(CH2)) vibration has a  wavenumber of 
1448 cm‑1. In the 1200–1700 cm‑1 spectral region, the 
evolution of the Raman spectra of dietary supplements 
with increasing ω‑3 PUFA content is similar to that 
observed for vegetable oils with increasing iodine value 
(Figs. 2 and 3). Namely, when the degree of unsatura-
tion of the oils and the ω‑3 PUFA content increases, the 
intensities of the Raman bands with wavenumbers of 
1265 and 1658 cm‑1 increase. These vibrations are related 
to the deformation C–H vibrations and stretching C=C 
vibrations in HC=CH groups, respectively.

Figs. 4 and 5 show the dependences of the ratio 
(I1658 / Iδ(СH2)) of the peak intensities of the Raman band 
at 1658 cm‑1 and the band corresponding to the δ(СH2) 
vibration on the iodine value (for vegetable oils) and 
on the relative mass content (in % of the total fat mass) 
of ω‑3 PUFAs in Omega‑3 dietary supplements, respec-
tively. For both cases, it was found that the experimen-
tal values of (I1658 / Iδ(СH2)) are well approximated by lin-

В  этой работе мы изучаем возможность опре-
деления по спектрам КР степени ненасыщенно-
сти (йодного числа) растительных масел, а  также 
содержания и формы ПНЖК ω‑3 в БАД Омега‑3.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе исследовались образцы 18 различных ком-
мерческих растительных масел и 18 коммерческих 
БАД Омега‑3. Для регистрации спектров КР масел 
и БАД использовался конфокальный КР-микроскоп 
Senterra II (Bruker, США), оснащенный объективом 
с увеличением 20× (Ч. А. 0,40) и лазером с длиной 
волны излучения 785 нм и с выходной мощностью 
100  мВт. Спектры регистрировались в  геометрии 
рассеяния на 180° со спектральным разрешением 
1,5 см−1. Для каждого образа было записано 40 спек-
тров, время накопления каждого спектра состав-
ляло 5 с.

Йодные числа растительных масел определя-
лись с помощью титриметрического анализа, про-
водимого по методу Маргошеса  [15]. Для каждого 
образца было сделано от 3 до 6 измерений йодного 
числа, в  дальнейшем использовалось их усреднен-
ное значение.

Анализ методом главных компонент прово-
дился с  использованием приложения Principal 
Component Analysis for Spectroscopy для про-
граммного пакета OriginPro (лицензия Learning 
Edition).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис.  2 и  3 показаны соответственно спектры 
КР растительных масел с  различным йодным 
числом и  спектры КР БАД Омега‑3 с  различным 
относительным содержанием ПНЖК ω‑3. Под 
относительным содержанием понималось отно-
шение массы всех ПНЖК ω‑3 к  массе рыбного 
жира в  препарате. Спектры нормированы на 
максимальную интенсивность полосы КР, соот-
ветствующей деформационному колебанию 
СH2 групп (δ(СH2)). Это колебание наблюдается 
в  спектрах растительных масел и  БАД Омега‑3 
с  содержанием ПНЖК ω‑3 менее 40% на частоте 
1440  см−1, для БАД Омега‑3 с  содержанием ПНЖК 
ω‑3 более 40%  –  ​на частоте 1 448  см−1. В  обла-
сти 1 200–1 700  см−1 эволюция спектров КР БАД 
с  ростом содержания ПНЖК ω‑3 аналогична эво-
люции спектров, наблюдаемой для растительных 
масел с  возрастанием йодного числа (рис.  2  и  3). 
А  именно: с  ростом степени ненасыщенности 
масел и  содержания ПНЖК ω‑3 увеличиваются 
интенсивности линий КР с частотами около 1 265 
и 1 658 см−1, относящихся соответственно к дефор-
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ear functions (coefficient of linear correlation r > 0.95). 
Thus, the (I1658 / Iδ(СH2)) ratio can be used to estimate 
both the iodine values of vegetable oils and the relative 
mass content of ω‑3 PUFAs in Omega‑3 supplements. 
Note, in contrast to vegetable oils, we did not observe 
a  direct proportionality between the ratio (I1658 / Iδ(СH2)) 

and the ω‑3 PUFA content in dietary supplements. This 
is due to the contribution to the intensity of the band 
at 1658 cm‑1 of vibrations of other fatty acids present 

мационному C−H и  валентному C=C колебаниям 
в HС=СH группах.

На рис.  4 и  5 показаны соответственно зависи-
мости отношения (I1658 / Iδ(СH2)) пиковых интенсив-
ностей линии с  частотой 1 658  см−1 и  полосы, отве-
чающей δ(СH2)-колебанию, от йодного числа (для 
растительных масел) и  от относительного массо-
вого содержания (в % от общей массы жира) ПНЖК 
ω‑3 в  БАД Омега‑3. В  обоих случаях обнаружено, 

Рис. 3. Спектры КР БАД Омега‑3 
с различным относительным 
содержанием (в масс. %) ПНЖК ω‑3. 
Красные и синие линии – ​спектры БАД 
соответственно с ПНЖК ω‑3 в ЭЭ 
и ТГ формах
Fig. 3. Raman spectra of Omega‑3 
dietary supplements with different rela‑
tive content of ω‑3 PUFAs (in mass. %). 
Red and blue lines are the spectra of 
dietary supplements with ω‑3 PUFAs in 
EE and TG forms, respectively
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Рис. 2. Спектры КР растительных 
масел с различным йодным числом 
(IV, гйода / 100 гмасла): МСТ (от англ. 
Medium Chain Triglycerides) масло, 
не содержащее С=C связей (1), коко‑
совое (2), касторовое (3), подсолнеч‑
ное (4) масла, масло эхиума (синяка 
подорожного) (5)
Fig. 2. Raman spectra of vegetable  
oils with different iodine value 
(IV, giodine / 100 goil): МСТ (Medium 
Chain Triglycerides) oil with no С=C 
bonds (1), coconut (2), castor (3),  
sunflower (4), echium plantagineum 
seed oils (5)
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что экспериментальные значения I1658 / Iδ(СH2) доста-
точно хорошо аппроксимируются линейными 
зависимостями (коэффициент линейной корреля-
ции r > 0,95). Следовательно, отношение I1658 / Iδ(СH2) 
может быть использовано для оценки как йодных 
чисел растительных масел, так и  относительного 
массового содержания ПНЖК ω‑3 в  БАД Омега‑3. 
Отметим, что в  отличие от растительных масел 
в  случае БАД прямой пропорциональности между 
отношением I1658 / Iδ(СH2) и  содержанием ПНЖК ω‑3 
не наблюдается, поскольку вклад в интенсивность 
линии с  частотой 1 658  см−1 вносят колебания при-
сутствующих в БАД других, в частности мононена-
сыщенных жирных кислот.

Обнаружено, что по спектрам КР можно раз-
личать форму (ЭЭ  или ТГ), в  которой ПНЖК ω‑3 
присутствуют в  БАД (рис.  1). А  именно: в  спек-
трах БАД Омега‑3, помимо частотного сдвига 
для колебания δ(СH2), частотный сдвиг (~9  см−1) 
наблюдался для валентного колебания С=O связей 
(ν(С=O)). В  спектрах КР БАД с  низким (менее 40%) 
содержанием ПНЖК ω‑3, как и  в  спектрах КР рас-
тительных масел, линия, отвечающая ν(С=O) коле-
банию, имела частоту 1 747 см−1. В спектрах КР БАД 
с содержанием ПНЖК ω‑3 более 40% это колебание 
наблюдалось на частоте 1 738  см−1. Отметим, что 
производитель не всегда указывает, в какой форме 
в БАД присутствуют ПНЖК ω‑3. Из исследованных 
нами образцов форма ЭЭ была заведомо известна 
только для БАД, содержащих 90 и  73% ПНЖК ω‑3. 
Для растительных масел, как уже говорилось выше, 
характерна форма ТГ жирных кислот. Сопоставив 
частоты ν(С=O) колебания для этих образцов, мы 
пришли выводу, что в исследованных нами образ-
цах БАД с  содержанием ПНЖК ω‑3 40–90% эти кис-
лоты находятся в форме ЭЭ, а в образцах с содержа-
нием ПНЖК ω‑3 менее 40% – ​в форме ТГ.

Таким образом, традиционные методы анализа 
спектров КР позволяют оценивать две характери-
стики БАД Омега‑3: форму и относительное общее 
содержание ПНЖК ω‑3.

С  целью извлечь информацию о  соотношении 
содержаний ЭПК и  ДГК, спектры КР БАД Омега‑3 
были проанализированы методом главных ком-
понент (ГК). Он позволяет анализировать спектр 
целиком без выделения отдельных линий. При 
применении этого метода все данные изначально 
центрируются: из всех спектров Si вычитается 
усредненный спектр S обучающей выборки. После 
этого выделяется набор ГК и  вычисляются счета  –  ​
проекции на них центрированных спектров 
ΔSi = Si – S. В пространстве счетов каждому спектру Si 
ставится в  соответствие точка Oi с  координатами  –  ​

Рис. 4. Отношение I1658 / Iδ(СH2) как функция йодного числа 
растительных масел
Fig. 4. The I1658 / Iδ(СH2) ratio as a function of the iodine value of 
vegetable oils

Рис. 5. Отношение I1658 / Iδ(СH2) как функция относитель‑
ного массового содержания ПНЖК ω‑3 в БАД Омега‑3. 
Ошибка в определении содержания ПНЖК ω‑3 дана 
в соответствии с данными, указанными на упаковках 
БАД. Экспериментальные данные представлены только 
для тех БАД, для которых было заведомо известны 
относительные содержания ПНЖК ω‑3
Fig. 5. The I1658 / Iδ(СH2) ratio as a function of the relative mass 
content of ω‑3 PUFAs in Omega‑3 dietary supplements. The error 
in determining the content of ω‑3 PUFAs is provided according to 
the data indicated on the packaging of the dietary supplements. 
Experimental data are presented only for the dietary supple‑
ments with the relative contents of ω‑3 PUFAs known in advance
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проекциями ΔSi на главные 
компоненты  [16]. Их  взаимное 
расположение анализируется 
на основе  T2 распределения 
Хотеллинга с  формированием 
областей, в  которые с  заданной 
вероятностью попадут точки, 
соответствующие образцам опре-
деленной группы. Результаты 
анализа методом ГК во многом 
зависят от того, как сформиро-
вана обучающая выборка спек-
тров и от отбора анализируемых 
ГК.

На рис. 6 показаны результаты 
анализа методом ГК, применен-
ного ко всему массиву спектров 
КР исследуемых в  работе БАД 
Омега‑3. В  данном случае ана-
лизировался спектральный диа-
пазон 540–1 800  см−1. Как видно 
из рис.  6, все исследуемые БАД 
разделись на две группы. Сопо-
ставив частоты ν(С=O) колебания 
и группы, в которые попали БАД 
Омега‑3, на плоскости первой 
и  второй главных компонент 
(ГК1 и  ГК2, рис.  6) обнаружено, 

Рис. 6. Результаты анализа методом ГК, примененного ко всему массиву 
спектров КР исследуемых БАД Омега‑3 в диапазоне 540–1800 см‑1. Эллипсы – 
области, в которые с вероятностью 95% попадает спектр каждой исследу‑
емой БАД Омега‑3
Fig. 6. Results of the PCA applied to the entire set of Raman spectra of the 
studied Omega‑3 dietary supplements in the range of 540–1800 cm‑1. Ellipses are 
the areas in which the spectrum of each studied Omega‑3 dietary supplement is 
included with a probability of 95%

Рис. 7. Результаты 
анализа методом ГК, 
примененного к спек‑
трам КР БАД Омега‑3, 
содержащих ПНЖК ω‑3 
в форме ЭЭ, в диапазоне 
540–1200 см‑1. Соотно
шение массовых долей 
ЭПК и ДГК показано 
на цветовой шкале, 
эллипс – область, в кото‑
рую с вероятностью 95% 
попадают спектры БАД 
с соотношением мас‑
совых долей ЭПК и ДГК 
от 1,3 до 1,5
Fig. 7. Results of the PCA  
applied to the Raman spectra of Omega‑3 dietary supplements with ω‑3 PUFAs in EE form in the range of 540–1200 cm‑1. 
The ratio of the mass fractions of EPA and DHA is shown on the color scale. Ellipse is the area in which the spectra 
of dietary supplements with a mass fraction ratio of EPA and DHA from 1.3 to 1.5 are included with a probability of 95%
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in in dietary, in particularly monounsaturated fatty 
acids.

It was found that Raman spectra permit to distin-
guish the forms (EE  or TG) in which ω‑3 PUFAs are 
present in the supplements (Fig. 1). Namely, a  wave-
number shift (~9 cm‑1) in the spectra of Omega‑3 sup-
plements was observed for the stretching vibration of 
the C=O bonds (ν(C=O)) in addition to the wavenumber 
shift of the δ(CH2) vibration. In the Raman spectra of 
dietary supplements with low (less than 40%) ω‑3 PUFA 
content, as well as in the Raman spectra of vegetable 
oils, the band corresponding to the ν(C=O) vibration 
has a  maximum at 1747 cm‑1. In the Raman spectra 
of the dietary supplements with a  ω‑3 PUFA content 
of more than 40%, this vibration was observed at 1738 
cm‑1. Note that the manufacturer does not always 
specify the form of ω‑3 PUFA present in supplements. 
Among all the studied samples, the form of EE was 
known only for the supplements containing 73% and 
90% ω‑3 PUFAs. As it mentioned above, fatty acids in 
vegetable oils present in TG form. After comparing the 
wavenumbers of ν(C=O) vibration for these samples, 
we concluded that the samples of dietary supplements 
with the ω‑3 PUFA content of 40–90% contain these 
acids in the EE form, and the samples with the content 
of ω‑3 PUFA less than 40% – ​in the TG form. Therefore, 
traditional methods of analyzing Raman spectra allow 
us to evaluate two characteristics of Omega‑3 supple-
ments: the form and the relative total content of ω‑3 
PUFAs.

In order to extract information about the ratio of 
EPA and DHA contents, the Raman spectra of Omega‑3 
dietary supplements were analyzed using principal 
component analysis (PCA). It allows analyzing each 
spectrum as a  whole without selecting particular 
bands. When applying this method, all the data were 
initially centered by subtracting the mean spectrum S 
of the training data set from all spectra Si. After that, 
a set of principal components (PC) was extracted, and 
scores were calculated as projections of the centered 
spectra ΔSi = Si – S onto them. In the score space, each 
spectrum Si corresponds to a point Oi with coordinates 
that are the projections of ΔSi onto the PCs  [16]. Their 
mutual arrangement was analyzed using Hotelling’s 
T2 distribution with the establishment of regions into 
which points corresponding to samples of a  certain 
group are included with a  specified probability. The 
results of the PCA largely depend on the way the train-
ing set of spectra was built and on the selection of the 
analyzed PCs.

Fig. 6 shows the results of PCA applied to the entire 
set of Raman spectra of the Omega‑3 supplements 
studied in this work. In this case, spectral range from 

что разделение произошло по форме (ЭЭ  и ТГ) 
ПНЖК ω‑3. Стоит уточнить, что для наглядности 
на рис. 6 показана только часть розового эллипса, 
в которой сосредоточены все экспериментальные 
данные. Отметим, что БАД фирм Doppel Herz 
и  NOW попали в  разные группы, несмотря на то, 
что содержание в них ПНЖК ω‑3 различалось незна-
чительно (38  и  40%). Таким образом, такой под-
ход не предоставил никакой новой информации 
о  характеристиках БАД по сравнению с  данными, 
полученными на основе традиционного анализа 
спектров КР. Ввиду этого, мы исключили из рас-
смотрения наиболее чувствительную к  форме 
ПНЖК ω‑3 спектральную область 1 200–1 800  см−1 
и применили метод ГК к спектрам КР БАД, в кото-
рых ПНЖК ω‑3 имели форму ЭЭ. По данным про-
изводителей такие БАД различались по соотно-
шению в  них содержаний ЭПК и  ДГК. Результаты 
анализа методом ГК, примененного к  спектрам 
КР этой группы БАД в  области 540–1 200  см−1, пока-
заны на рис.  7. Как видно из рис.  7, на плоско-
сти третьей и  четвертой главных компонент (ГК3 
и  ГК4) удалось разделить БАД по соотношению 
в них массовых долей ЭПК и ДГК. В БАД, содержа-
щих ПНЖК ω‑3 в форме ТГ, соотношение массовых 
долей ЭПК и  ДГК было примерно одинаковым. 
Проведя подобный анализ для этих БАД, было 
получено, что ни одна из точек в пространстве ГК 
не вышла за пределы области, в  которую с  вероят-
ностью 95% попадают спектры БАД с соотношением 
массовых долей ЭПК и ДГК от 1,3 до 1,5.

ВЫВОДЫ
В работе показано, что спектроскопия КР является 
быстрым способом определения степени ненасы-
щенности (йодного числа) растительных масел. 
А  именно: отношение пиковых интенсивностей 
I1658 / Iδ(СH2) линии с  частотой 1 658  см−1 и  полосы, 
отвечающей δ(СH2)-колебаниям, пропорцио-
нально йодному числу в диапазоне йодных чисел 
от  0  до  188 гйода / 100 гмасла и  может быть исполь-
зовано для определения этой важной характери-
стики растительных масел.

В  случае БАД Омега‑3  традиционные методы 
анализа спектров КР, основанные на анализе 
отдельных спектральных линий, позволяют оце-
нивать две характеристики: относительное содер-
жание всех ПНЖК ω‑3 и  их форму в  БАД. Под 
относительным содержанием принималось отно-
шение массы всех ПНЖК ω‑3 к массе рыбного жира 
в  препарате. Для быстрой оценки относительного 
содержания ПНЖК ω‑3 удобно использовать отно-
шение I1658 / Iδ(СH2), которое линейно зависит от 
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540 to 1800 cm‑1 was analyzed. As can be seen in Figure 
6, all the studied dietary supplements were separated 
into two groups. By comparing the wavenumbers of 
the ν(C=O) vibration and the groups where the spec-
tra of Omega‑3 supplements appeared on the plane of 
the first and second principal components (PC1 and 
PC2, Fig. 6), it was found that the separation occurred 
according to the forms (EE  and TG) of the ω‑3 PUFAs. 
For clarity, Fig. 6 shows only the part of the pink 
ellipse in which all the experimental data are concen-
trated. It should be noted that Doppel Herz and NOW 
supplement spectra appeared in different groups, in 
spite of the fact that their ω‑3 PUFA content was almost 
the same (38 and 40%). Thus, this approach did not 
provide any new information on the characterization 
of dietary supplements compared to the data obtained 
from traditional Raman spectra analysis. For this rea-
son, we excluded the spectral region 1200–1800 cm‑1, 
which is the most sensitive to the form of ω‑3 PUFA, 
from consideration and applied the PCA to the Raman 
spectra of dietary supplements with the EE form of 
ω‑3 PUFA. According to the information provided by 
the manufacturers, these supplements differed in the 
ratio of EPA to DHA masses. Fig. 7 shows the results of 
PCA applied to the Raman spectra of this group of sup-
plements and to spectral range from 540 to 1200  cm‑1. 
As it can be seen in Fig. 7, on the plane of the third 
and fourth principal components (PC3 and PC4), it was 
possible to divide the supplements according to the 
ratio of the EPA/DHA mass contents. The ratio of the 
EPA/DHA mass contents was about the same in supple-
ments containing ω‑3 PUFA in the TG form. Perform-
ing a similar analysis for these supplements, we found 
that none of the points in the PC plane was outside 
the region in which the spectra of supplements with 
the ratio of the EPA/DHA mass contents from 1.3 to 
1.5 appear with a probability of 95%.

CONCLUSIONS
In this study, we revealed that Raman spectroscopy 
is a  rapid tool to determine the degree of unsatura-
tion (iodine value) of vegetable oils. Namely, the 
ratio of the peak intensities (I1658 / Iδ(СH2)) of the Raman 
band at 1658 cm‑1 and the Raman band assigned to 
deformation CH2 vibration (δ(CH2)) is proportional 
to the iodine value in the range of iodine values 
from 0 to 188 giodine / 100 goil. This ratio can be used to 
determine this important characteristic of vegetable 
oils. In the case of Omega‑3 supplements, traditional 
methods of analyzing Raman spectra, based on the 
analysis of individual spectral bands, permit the eval-
uation of two characteristics: the relative content of all 
ω‑3 PUFAs and their form in the supplement. This rela-

этой характеристики БАД. Мониторинг частоты 
валентного колебания С=O связей (ν(С=O)) позво-
ляет различать формы ПНЖК ω‑3: ν(С=O) = 1 747 см−1 
соответствует триглицеридной форме ПНЖК ω‑3, 
ν(С=O) = 1738 см−1 – ​форме этиловых эфиров.

Использование метода главных компонент 
позволяет расширить возможности спектроско-
пии КР по диагностике БАД Омега‑3. В  частности, 
применение этого метода при анализе спектраль-
ного диапазона 540–1 200 см−1 показало, что третья 
и  четвертая главные компоненты несут информа-
цию о  соотношении массовых долей ЭПК и  ДГК. 
Однако для такого анализа необходимо предвари-
тельно установить форму ПНЖК ω‑3. Таким обра-
зом, развитие экспресс-методик спектроскопии 
КР по определению качества БАД Омега‑3 должно 
строится на сочетании двух подходов к  анализу 
спектров КР: традиционном подходе, основанном 
на анализе отдельных спектральных линий, и  на 
применении метода главных компонент.

Полученные в  работе результаты могут быть 
использованы для развития неразрушающих мето-
дов анализа состава и качества растительных масел 
и БАД на основе омега‑3 жирных кислот.
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tive content was calculated as the ratio of the mass of 
all the ω‑3 PUFAs to the total mass of the fish oil in the 
supplement. We recommend using the (I1658 / Iδ(СH2)) 
ratio, which has a  linear dependence on the relative 
ω‑3 PUFA content, in order to rapidly estimate this 
property of the Omega‑3 supplements. Raman moni-
toring the wavenumber of the C=O stretching vibra-
tion (ν(C=O)) allows the differentiation of the forms 
of ω‑3 PUFAs: the triglyceride form is indicated by the 
ν(C=O) band at 1 747 cm‑1, while the ethyl ester form is 
indicated by the ν(C=O) band at 1 738 cm‑1.

The application of principal component analysis 
allows for the potential expansion of the diagnos-
tic capabilities of Raman spectroscopy in relation to 
omega‑3 supplements. In particular, the application 
of this method to the analysis of the spectral range 
of 540–1200 cm‑1 demonstrated that the third and 
fourth principal components contain the information 
regarding the ratio of mass fractions of EPA and DHA. 
However, the form of ω‑3 PUFAs must be identified 
before such analysis. Consequently, the development 
of rapid methods of Raman spectroscopy to determine 
the quality of omega‑3 supplements should be based 
on the combination of two approaches to the analy-
sis of Raman spectra: the traditional approach based 
on the analysis of individual spectral bands and the 
application of principal component analysis.

The results obtained in this study can be employed 
in the development of non-destructive analytical tech-
niques for the characterization of the composition 
and quality of vegetable oils and dietary supplements 
based on Omega‑3 fatty acids.
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