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Stres z czenie. W prezentowanej pracy przy użyciu metody NIRS analizowano 6552 mu

tanty pokolenia M4' Zawartość oleju wahała się od 23,1 do 54,6%, białka od 15,1-32,0%, gluko

zynolanów od 0,2-140,6 mM·g· l
, sinapiny od 0,36-1,71 %, a kwasu fitynowego od 9,9-14,4%. 

Generalnie stwierdzono wyraźne zwiększenie zmienności badanych cech u mutantów w porównaniu 

do linii wyjściowej DH-0120. U kilku wybranych mutantów wykonano dodatkowo analizy metodą 

HPLC i GLC celem oszacowania wiarygodności wyników otrzymanych przy zastosowaniu metody 

NIRS. W badanych nasionach największe, ki lkunasto procentowe zróżnicowanie stwierdzono 

w spektrum kwasów tłuszczowych . 

S lo wa k l u c zowe: NIRS, rzepak, sinapina, glukozynolany, kwasy tłuszczowe. 

WSTĘP 

W związku z nadprodukcją zbóż w świecie jak i również w Polsce, obserwuje 
się tendencje wyraźnego zwiększenia zainteresowania olejem rzepakowym, ze 
szczególnym zwróceniem uwagi na jakość, która musi być inna w przypadku 
użycia dla celów przemysłowych, a inna dla celów spożywczych [8,27]. Wartość 
pokarmowa i przemysłowa nasion rzepaku zależy od zawartości oleju, białka 
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i składnikówantyżywieniowych (glukozynolany, sinapina, kwas fitynowy) oraz 
spektrum kwasów tłuszczowych. Glukozynolany są w sferze zainteresowań 

hodowców ze względu na fakt, że ich obecność w mączce rzepakowej obniża jej 
wartość pokarmową. U zwierząt gospodarskich glukozynolany są przyczyną 

wielu schorzeń żołądka, nerek i tarczycy [13]. W 1973 roku Hobson-Frohock 
i inn. wykazali, że "rybi zapach" jaki niekiedy występuje w kurzych jajach 
o brązowej skorupie spowodowany jest karmieniem drobiu mączką rzepakową 
zawierającą sinapinę [9]). Późniejsze prace [8,26] wykazały, że w obrębie rodzaju 
Brassica istnieje duża zmienność w zawartości sinapiny oraz, że istnieje możli
wość selekcji form o obniżonej zawartości tego składnika. Kwas fitynowy 
w nasionach rzepaku wiąże makro- i mikroelementy (Ca, K, P, Cu, Zn, Mn, Fe), 
które z punktu widzenia dobra rośliny są pożądane, gdyż odgrywają istotną rolę 
podczas kiełkowania nasion. Są jednak niepożądane, zwłaszcza ze względów 
środowiskowych, ponieważ wszystkie zwierzęta poza przeżuwaczami nie potrafią 
wykorzystać pielwiastków powiązanych z kwasem fitynowym i wydalają je do 
środowiska . Stanowi to istotny problem przy wielkotowarowej produkcji zwie
rzęcej [10]. Sukces w pracach hodowlanych poprawiających cechy jakościowe 
nasion uzależniony jest od dostępności odpowiednich metod pozwalających je 
zmierzyć . W przypadku hodowli jakościowej rzepaku znaczący postęp dokonał 
się po opracowaniu metod chromatograficznych pozwalających ocenić skład 

kwasów tłuszczowych na podstawie analizy połowy nasiona [4,5], co przyczyniło 
się znacznie dla poprawienia jakości oleju rzepakowego [13]. Opracowanie taniej 
i szybkiej metody pozwalającej ocenić zawartość związków chemicznych 
w nasionach rzepaku nie niszczącej genotypu rozpoczęto już w latach 80-tych 
[2,3,12]. Ma to szczególne znaczenie w hodowli mutacyjnej, która wymaga analiz 
olbrzymich populacji roślin. Metody analiz chemicznych, takie jak wysoko
ciśnieniowa chromatografia cieczowa (HPLC) czy chromatografia gazowa (GLC) 
są pracochłonne, kosztowne i niszczące jednocześnie badany genotyp. Stąd też 
praktyka hodowlana dla szybkiej realizacji programów poprawiających jakość 
nasion potrzebuje metod nie uszkadzających badanego genotypu. Taką metodą 
przydatną dla oceny cech bez uszkadzania genotypu dla niektórych gatunków 
okazała się metoda spektrometrii odbiciowej w bliskiej podczerwieni NIRS 
[1,6,7,20,21,22,24] . 

Celem prezentowanej pracy była ocena przydatności metody NIRS dla 
określenia zawartości glukozynolanów, sinapiny, kwasu fitynowego i kwasów 
tłuszczowych w nasionach rzepaku. 
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MATERIAŁ I METODY 

Materiał badawczy stanowiły mutant y pokolenia M4 otrzymane w wyniku 
traktowania nasion linii OH-0120, N-nitrozo-N-metylo - mocznikiem (NMU) 
i azydkiem sodu (SA) w dawkach 1,5 i 2,5 mM przez 3 godziny oraz linia wyjś
ciowa OH-O 120. Analizy wykonano przy użyciu spektrofotometru (NIRS model 
6500, NIR system Inc., Silversprings, MO, USA). Spektra odbiciowe (log lIR) 
w zakresie od 400 do 2500 nm mierzono przy interwale 2 nm. Każda analizowana 
próba zawierała około 300 mg całych nasion. Ogółem, przy zastosowaniu metody 
spektrometrii odbiciowej w bliskiej podczerwieni (NIRS) analizowano zawartość 
oleju, białka, glukozynolanów, sinapiny i kwasu fitynowego w próbach nasion 
zebranych z 6552 samozapylanych mutantów pokolenia M4. Mutanty te rosły na polu 
doświadczalnym Instytutu Genetyki Roślin PAN w Cerekwicy w sezonie wege
tacyjnym 1999/2000. 

Na podstawie zawartości glukozynolanów i sinapiny otrzymanych z analiz 
NIRS wyselekcjonowano mutant y o obniżonej zawartości tych składników. 

Mutanty te posłużyły dla wykonania analiz porównawczych metodami NIRS, 
HPLC (wysokociśnieniowa chromatografia cieczowa) i GLC (chromatografia 
gazowa). Zawartość glukozynolanów i sinapiny określono metodą HPLC, gdzie 
odpowiednio 100 i 20 mg nasion po zmieleniu poddano ekstrakcji zgodnie z me
todą opisaną przez Thies [18,19]. Skład kwasów tłuszczowych oceniono metodą 
GLC na próbach przygotowanych według metody podanej przez Thies [17] przy 
użyciu modelu chromatografu gazowego Perkin-Elmer 800. 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Wśród analizowanych form mutantów stwierdzono wyraźne zwięk~zenie 
zakresu zmienności badanych cech w porównaniu do homozygotycznej linii 
wyjściowej OH-0120 (Tab. 1). U badanych mutantów największy zakres zmien
ności stwierdzono odnośnie zawartości glukozynolanów (0,2-140,6 ~M·g·l) 
i sinapiny (0,36-1,71%,). Zawartość oleju u mutantów wahała się od 23,1-54,6%, 
białka od 15,01 do 32,06% a kwasu fitynowego od 9,9-14,4%. Podobne znaczne 
zwiększenie zakresu zmienności tak cech ilościowych jak i jakościowych 
u rzepaku po zastosowaniu mutagenów opisują tacy autorzy jak: Syed i inn. [16], 
Rbbbelen [l3,14] oraz Spasibionek i inn. [15]. Wyniki prezentowane w niniejszej 
pracy jak i dane literaturowe dowodzą możliwości otrzymania ulepszonych 
odmian rzepaku na drodze bezpośredniej mutagenezy lub też dalszej hodowli 
rekombinacyjnej. 
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Analiza porównawcza glukozynolanów oraz kwasów tłuszczowych (Tab. 2) 
wykonana metodą NIRS oraz GLC wykazała kilkunasto procentowe różnice 

pomiędzy wynikami otrzymanymi przy zastosowaniu tych metod. Podobną zależ
ność obserwowano w zawartości glukozynolanów i sinapiny u analizowanych 
mutantów z grupy J wykonanych metodą NIRS i HPLC (Tab. 3). Różnice te 
spowodowane zostały warunkami pomiarowymi NIRS (wilgotność i temperatura 
otoczenia w trakcie pomiaru oraz wilgotnością nasion). Podobne próby wyko
rzystania metody NIRS do analiz związkówantyżywieniowych (glukozynolany, 
sinapina) przedstawili Velasco i Becker [21], Velasco i Mollers [24], Velasco 
i M611ers [25]. Wymienieni wyżej autorzy obserwowali różnice pomiędzy wartoś
ciami analizowanych cech po zastosowaniu podobnych metod analiz jak 
w prezentowanej pracy. Nie umniejsza to jednak wartości NIRS jako skutecznej, 
szybkiej i tańszej metody selekcji materiałów roślinnych w porównaniu z bardziej 
dokładnymi, ale drogimi i niszczącymi nasiona jak np. HPLC. Zwłaszcza, jeśli 
selekcja prowadzona jest na dużych populacjach we wczesnych pokoleniach 
mutacyjnych. 

Badania zawartości kwasu fitynowego oznaczone w nasionach mutantów 
rzepaku metodą NIRS nie wykazały znaczącego zróżnicowania, ponieważ wstępną 
kalibrację spektrometru dokonano w oparciu o kolorymetryczne oznaczenie 
zawartości tego składnika. W dalszych badaniach zamierza się dokonać kalibracji 
spektrometru w oparciu o analizy HPLC dotyczące zawartości kwasu fitynowego, 
co pozwoli na dokładniejszy odczyt danych. 

Tabela 1. Zmienność zawartości oleju, białka, glukozynolanów (g/s), sinapiny oraz kwasu fitynowego 

w nasionach mutantów rzepaku ozimego (pokolenie~) i form kontrolnych (linia DH-0l20) oszacowana 

metodąNIRS 

Table 1. Variability in oil, protein, glucosinolates (g/s), sinapine and phytic acid content in seeds ofwinter 

oilseed rape mutants (~generation) and control forms (line DH-0120) estimated by NIRS method 

Zawartość analizowanych składników 

Formy 
Liczba 

Kwas 
roślin olej białko g/s sinapina 

[%] [%] [)..lM ·g· l
] [mg·g· l

] 
fitynowy 

[%] 

DH-0120 42 44,00il ,0 24,Oil,2 8,Oil,4 0,80iO,06 11,OiO,5 

mutant y 6552 23,08-54,63 15,01-32,06 0,2-140,6 0,36-1,71 9,9-14,42 
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Tabela 2. Zawartość glukozynolanów (gis) oraz kwasów tłuszczowych w nasionach mutantów 

rzepaku ozimego (mutant y M4 wybrane na podstawie analiz NIRS z obniżoną zawartością gis) 

i formy kontrolnej (linia DH-0120) analizowana metodą NIRS, HPLC i GLC 

Table 2. The content of glucosinolates (gis) and falty acids in seeds of winter oilseed rap e mutants 

(mutants with reduced content of gis chosen after NIRS analyses) and control form (line DH-0120) 

estimated by NIRS, HPLC and GLC method 

gis [J..lM·g-l] Kwasy tłuszczowe [% l 

Formy meto- C18: 1* C18: 2* C18: 3* C22: 1* 
metoda 

da HPLC 
NIRS metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda 

NIRS GLe NIRS GLe NIRS GLe NIRS GLe 

DH-
11,8 8,8 47,0 54,8 25,5 24,2 6,3 10,6 -0,5 0,0 

0120 
mutant y 
G-I 8,3 5,2 56,1 63,6 27,6 19,3 8,0 7,4 -9,0 0,0 
G-2 12,5 6,6 56,1 61,7 27,5 19,8 9,2 8,3 -8,7 0,0 
G-3 9,3 6,3 58,5 65,8 22,8 17,9 8,7 6,9 -6,1 0,0 
G-4 4,9 5,5 57,1 68,3 24,8 17,2 7,9 6,7 -8,8 0,0 
G-5 6,7 6,6 59,0 60,0 28,0 20,5 10,2 7,0 -11,4 0,0 
G-6 6,9 7,4 56,0 66,9 20,2 17,3 7,8 5,8 -11,5 0,0 
G-7 7,8 6,5 64,0 68,8 18,4 16,0 6,4 5,9 -8,7 0,0 
G - 8 4,1 7,6 60,4 68,6 22,2 16,6 6,2 5,1 -8,4 0,0 
G-9 6,5 5,4 60,3 65,8 22,1 17,7 6,5 6,4 -8,3 0,0 
G-lO 7,2 5,6 53,9 68,1 25,9 16,0 8,3 5,9 -7,6 0,0 
G-li 4,1 5,7 55,0 67,5 21,7 16,7 6,1 6,2 -7,9 0,0 

*/ CI8:1- kwas oleinowy, C18:2 - kwas linolowy, C18:3 - kwas linolenowy, C22:1- kwas erukowy 

Tabela 3. Zawartość glukozynolanów (gis), sinapiny oraz kwasu fitynowego w nasionach wybra
nych linii rzepaku ozimego (mutant y M4 z obniżoną zawartością gis) i formy kontrolnej (linia DH-
0120) analizowana metodą NIRS i HPLC 

Table 3. The content of glucosinolates (gis), sinapine and phytic acid in seeds of chosen lines of 

winter oilseed rape (M4 mutants with reduced gis content) estimated by NIRS and HPLC method 

gis [JLMg-l] Sinapina [mg·g- I
] 

Kwas 
fitynowy [%] 

Formy 
metoda metoda metoda metoda metoda 
NIRS HPLC NIRS HPLC NIRS 

DH-0120 11,78 8,80 8,61 6,81 12,77 
linie 
1 - I 1,10 6,60 0,38 6,61 12,98 
J-2 1,15 5,60 0,41 7,45 11,67 
J-3 1,29 7,60 0,45 9,62 11,71 
J-4 4,46 7,20 6,97 7,47 12,05 
1-5 5,20 9,70 5,86 7,87 11,59 
1-6 2,20 7,30 2,21 9,30 11,60 
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WNIOSKI 

1. Analiza zawartości składników biochemicznych w nasionach rzepaku wyko
nana metodą NIRS jest bardzo efektywną, tanią i nie niszczącą badanego 
genotypu. 

2. NIRS, pomimo różnic obserwowanych przy oznaczeniach innymi metodami, 
można z powodzeniem rekomendować dla wstępnej, szybkiej selekcji 
pożądanych genotypów. 
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Abstract. The aim of presented paper was to evaluate the possibility of using near-infrared 

reflectance spectroscopy (NIRS) as a rapid and non-destructive method to estimate the fatty acid, 

sinapine, glucosinolates and phytic acid content in intact seeds of oilseed rape. Generally, 6552 

mutants of M4 generation of winter oil seed rape using NIR spectroscopy were analysed. The content 

of oil varied from 23,1 to 54,6%, protein from 15,1 -32,0%, glucosinolates from 0,2-140,6 MM g", 

sinapine from 0,36-1,71 %, and phytic acid from 9,9-14,4%. The variability of investigated traits 

was much higher in mutants compare to the control line DH-0120. In a few chosen mutants the 

additional analyses with applying HPLC and GLC were done. The aim of these analyses was to 

evaluate the credibility of results obtained by using NIRS method. In investigated seeds the highest 

diversity has been found in the fatty acids composition. 

Ke y words: NIRS , rapeseed, sinapine, glucosinolates, fatty acids. 


