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Oznaczanie tluszczu w nasionach rzepaku
— porownanie metod spektrometrii
NMR oraz NIR odbiciowej i transmisyjnej

Measurement of fat content in oilseed rape seeds
— comparison of NMR and NIR reflectance and transmittance methods
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W pracach hodowlanych nad rzepakiem istnieje potrzeba szybkiego oznaczania zawarto$ci
réznych sktadnikoéw chemicznych w nasionach, w tym réwniez tluszczu bedacego jedna z waznych
gospodarczo cech i podstawa selekcji nowych genotypow. Oznaczanie thuszczu metodami chemicz-
nymi jest kosztowne i czasochtonne. Alternatywa moga by¢ metody instrumentalne, a mianowicie
spektrometria w bliskiej podczerwieni oraz powszechnie stosowana od lat metoda rezonansu
magnetycznego (NMR). W badaniach zastosowano pulsacyjna metode NMR (pozwala oddzieli¢ od
sygnatu thuszezu sygnat wody).

Badano tez analiz¢ za pomoca bliskiej podczerwieni, w dwu wersjach, tj. pomiar w $§wietle
przechodzacym i odbitym (NIR i NIT). Poréwnano wyniki otrzymane za pomoca powyzszych metod
z metoda Soxhleta. Wykorzystano spektrofotometr NIRS 6500 pracujacy w $wietle odbitym oraz
Infratec 1255 pracujacy w $wietle przechodzacym, a takze analizator rezonansu magnetycznego NMR
model MQA 7005.

Przebadano serig probek nasion odmian i linii hodowlanych pochodzacych z prac IHAR Oddziat
w Poznaniu. Zaleta analizy NIR/NIT jest mozliwo$¢ rownolegtego pomiaru innych parametrow, jak
zawarto$¢ biatka i glukozynolanéw (NIR).
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Breeding works on rapeseed demand fast seed analysis for different chemical compounds,
including fat content, which is a basic parameter for new lines selection. Soxhlet wet analysis of fat
content is a time consuming and expensive procedure. Alternatively, instrumental analysis by
NIR/NIT (near infrared reflectance/transmittance) or NMR (nuclear magnetic resonance) method can
be applied. NMR method is commonly used in breeding works, although allows only the
measurements of fat and moisture content (pulse NMR).

NIR analysis can be conducted in the transmittance or reflectance mode. An attempt to compare
both methods was made. Samples of seedswere measured on reflectance machine NIRS 6500,
transmittance machine Infratec 1255 and pulse NMR Oxford MQA 7005 with rapeseed calibration.

For comparison the seed sample set of 46 breeding lines and varieties was used. Obtained results
show that the lowest error against Soxhlet reference method was attained by NIT method and NMR
(NIT, commercial ANN equation, SEP 0.59, correlation coeff. 0.843, NMR SEP 0.67, correlation
coefficient 0,800). The worst results were obtained by NIR (in house equation, error about 1.0). The
NIR calibration needs further work to enhance the results quality.
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Wstep

W pracach hodowlanych nad rzepakiem istnieje potrzeba szybkiego ozna-
czania zawartosci réznych sktadnikow chemicznych w nasionach, w tym rowniez
thuszczu bedacego podstawa przy selekcji nowych linii. Klasycznie zawartos¢
thuszczu oznacza si¢ metoda Soxhleta zmodyfikowana dla rzepaku (Krzymanski
1954, Krzymanski 1967). Jest to metoda czasochtonna, niemniej nadal jest stoso-
wana jako metoda referencyjna. Uzywa si¢ jej rowniez do kalibrowania metod
drugorzedowych, takich jak NMR (Krzymanski 1970) czy NIR. Metoda NMR
polega na wzbudzeniu w silnymi jednorodnym polu magnetycznym prébki materiatu
falami radiowymi, co powoduje zaburzenie spinu protonéow wodoru zawartych
w sktadnikach ptynnych, to jest w wodzie i oleju, po scatkowaniu sygnatu z detek-
tora mozliwe jest obliczenie zawartosci thuszczu (dla aparatow ze stata fala
konieczne jest doprowadzenie probki do statej wilgotnos$ci, aparaty pulsacyjne sa
w stanie rozdzieli¢ sygnat wody i oleju na podstawie czasu zaniku sygnatu).
Do kalibrowania aparatow NMR wykorzystywano poczatkowo jedna probke wzor-
cowa (Krzymanski 1970); w p6zniejszych wersjach aparaty wzorcowano na wickszej
ilosci probek, wykorzystujac regresj¢ do wyliczenia krzywej (PN EN ISO 5511:1999).
W analizie w bliskiej podczerwieni metoda regresji byla stosowana od poczatku
z uwagi na specyfike tej techniki (Panford i in. 1988). Najnowsza generacja NMR
firmy Oxford to spektrometry pulsacyjne (PN EN ISO 10565:1999), ktore pozwalaja
oddzieli¢ od sygnatu thuszczu sygnat wody.

Sprawdzono tez metody analiz w bliskiej podczerwieni, w dwu wersjach,
tj. pomiar w $wietle przechodzacym i odbitym. Podstawa metody jest wzbudzenie
drgan grup funkcyjnych zawierajacych proton wodoru (np. NH, OH, CH). Zakres
bliskiej podczerwieni (400-2500 nm) operuje na nadtonach od pasma podstawo-
wego, uzywanego do identyfikacji substancji. Nadtony (drgania harmoniczne od
tonu podstawowego) maja dtugosci fal znacznie krotsze niz pasmo podstawowe,
a ich natgzenie jest statystycznie powiazane z zawarto$cia mierzonej grupy funk-
cyjnej w probece. Stanowi to podstawe analizy jakosciowej ta technika. Ze wzgledu
na to, ze otoczenie grup funkcyjnych modyfikuje dtugos$c fali nadtonu, ta sama
grupa funkcyjna wystgpujaca w dwu roznych zwiazkach chemicznych daje sygnat
na réznej dhugosci fali. Ta cecha pozwala na wydzielenie w tym samym widmie
sygnatow od bardzo réznych zwiazkéw chemicznych: np. biatko, woda, gluko-
zynolany, thuszcz. W rzeczywistosci w kompleksowym widmie bardzo trudno
wydzieli¢ czyste piki oznaczanych substancji i np. sygnal dla glukozynolanow
moze by¢ mierzony na zboczu piku zamiast na jego szczycie. Dlatego aparaty
bliskiej podczerwieni skaluje si¢ wykorzystujac probki materiatlu o oznaczonej
chemicznie zawarto$ci danego sktadnika. Rownania kalibracyjne oblicza si¢ za
pomoca réznych odmian regresji, wykorzystujac zaréwno pojedyncze dtugosci
fal (regresja wielokrotna), jak i cale widma (analiza gtéwnych sktadowych).
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Aby kalibracja dawata poprawne odczyty baza probek powinna zawiera¢ materiaty
reprezentujace wysoki procent zmiennosci catej populacji. Do obliczania kalibracji
uzywa si¢ rOwniez metod opartych o sztuczne sieci neuronowe (ANN), co np. dla
zboz daje bardzo stabilne kalibracje nadajace si¢ do stosowania na caltym $wiecie.
Wada tego rozwiazania jest liczba probek wymaganych do kalibracji siegajaca wielu
tysigcy, przy minimum co najmniej jednego tysiaca. Aparaty stosowane w bliskiej
podczerwieni dziela si¢ ze wzgledu na sposdb pomiaru probki na transmisyjne
i odbiciowe, cho¢ jest to podzial nieostry i zalezy od budowy aparatu (niektore,
np. NIRS 6500 moga pracowa¢ zamiennie w obu trybach). Aparaty transmisyjne
pracuja zwykle w zakresie 400—1100 nm, ograniczenie to wynika z tego, iz wraz
ze wzrostem dhugosci fali maleje energia przez nig niesiona i przy okoto 1100 nm
jest ona za mala, aby przeniknaé przez probke. Aparaty odbiciowe moga pracowaé
w calym zakresie widma, chociaz ze wzgledu na geometri¢ pomiaru mierzona jest
tylko stosunkowo cienka warstwa przylegajaca do okienka kuwety (1-0,1 mm).
W chwili obecnej w przemysle i skupie ziarna dominuja aparaty transmisyjne
z kalibracjami ANN (na sztucznych sieciach neuronowych), nie moga one jednak
mierzy¢ wszystkich sktadnikow (np. glukozynolanow). Dlatego aparaty odbiciowe
powszechnie uzywa si¢ do selekcji w hodowli zaréwno pojedynczych nasion
(Velasco i in. 1999, Velasco i Mollers 2002), jak i probek catych nasion (Mika i in.
2003) z uwagi na mozliwos¢ kompleksowego pomiaru podstawowych sktadnikow,
jak np. biatko, woda, glukozynolany, wiokno.

Podjeto probe poréownania wynikéw otrzymanych za pomoca powyzszych
metod na podstawie serii probek odmian i linii hodowlanych pochodzacych z prac
Zaktadu Genetyki i Hodowli Roslin Oleistych IHAR Oddziat w Poznaniu.

Materialy i metody

Wykorzystano spektrometry:

e  spektrofotometr NIRS 6500 pracujacy w $wietle odbitym i kalibracj¢ PLS

(wyliczona w IHAR),

e  spektrofotometr Infratec 1255 pracujacy w §wietle przechodzacym i kalibracje

ANN (komercyjna, FOSS),

e  spektrometr rezonansu magnetycznego NMR model MQA 7005 kalibrowany
fabrycznie.

Do badan uzyto nasiona rzepaku z 46 linii wyhodowanych w Zaktadzie
Genetyki i Hodowli Roslin Oleistych IHAR Oddziat w Poznaniu oraz pochodza-
cych z kolekcji odmian. Probki zeskanowano na spektrometrze NIRSystems 6500
w zakresie widma 400-2500 nm (widma odbiciowe) i spektrometrze Infratec 1255
w zakresie widma 750—-1050 nm (widma transmisyjne) oraz zmierzono zawartosc
thuszczu na spektrometrze NMR Oxford MQA 7005 z kalibracja fabryczna na
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nasiona oleiste, ktora dodatkowo zostala dopasowana za pomoca regresji do
wynikow otrzymywanych metodami chemicznymi w Laboratorium Biochemicz-
nym IHAR w Poznaniu. Analiz¢ chemiczna zawartosci thuszczu przeprowadzono
w ekstraktorze Soxhlet’a. Kazda probka po zmieleniu byta odtluszczana 3 dni,
mielona i dodatkowo poddana odtluszczaniu 1 dzien (6 h), aby osiagnaé jak
najlepsza ekstrakcje. Kazda probka byta analizowana w dwoch powtdrzeniach,
co pozwolito oszacowa¢ btad powtarzalnosci pomiaru. Opis statystyczny zbioru
oraz otrzymany btad powtarzalnosci analiz przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Dane statystyczne analizy referencyjnej zawarto$ci thuszczu metoda Soxletha zbioru
referencyjnego 46 probek uzytych do sprawdzenia metod instrumentalnych — Statistical
data of reference analysis of fat in rapeseed by Soxleth method — 46 validation samples

Liczba Zawarto$¢ thuszczu Srednia zawarto$é Odchylenie Blad standardowy
probek Fat content [%] thuszezu standardowe zbioru | r6znic réwnoleglych
Number . Average Standard deviation oznaczenh
of samples | Minimalna imaksymalna| ot far content of sample set Standard error
minimum - maximum [%] of differences
46 40,5 48,1 44,8 1,48 0,26

Dla wszystkich metod instrumentalnych wykonano pomiary w 3 powtorze-
niach, opis statystyczny przedstawiono w tabeli 2, a poréwnanie wynikow po-
migdzy metodami prezentuja wykresy 1-6. W tabeli 3 pokazano pordwnanie
wspotczynnikdéw korelacji oraz btedéw pomigdzy metodami.

Tabela 2
Dane statystyczne analiz instrumentalnych zawarto$ci thuszczu
Statistical data of instrumental analysis of fat content in rapeseed
Metoda Zawarto$¢ ttuszczu | Srednia zawarto$¢ Odchylenie Sredm/b#qd powta-
pomiaru Fat content [% s.m.] thuszezu standardowe zbioru rzalnosci (3 powt.)
Measuring | minimalna | maksymalna Average Standard deviation | /Y6129 repeatability
method | minimum | maximum of fat content of sample set error (3 repetitions)
[% s.m. —d.m.] [% s.m. —d.m.]
NMR 39,9 474 449 1,5 0,4
NIR 40,5 47,2 44,8 1,33 0,4
NIT 41,5 47,6 453 1,4 0,4
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Rys. 1. Poréwnanie wynikdw analizy za pomoca spektroskopii rezonansu magnetycznego (NMR)
z wynikami analizy referencyjnej (%) — Comparison of reference data obtained by NMR method
with results of fat content analysis (%)
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Thuszcz ref. (Soxhlet) — Fat by Soxhlet (ref.)
Rys. 2. Poréwnanie wynikow analizy odbiciowej w bliskiej podczerwieni (NIR) z wynikami analizy
referencyjnej (%) — Comparison of data obtained by near infrared reflectance method (NIR)
with reference results of fat content analysis (%)
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Thuszcz ref. (Soxhlet) — Fat by Soxhlet (ref.)
Rys. 3. Poréwnanie wynikoéw analizy transmisyjnej w bliskiej podczerwieni (NIT) z wynikami analizy
referencyjnej (%) — Comparison of data obtained by near infrared transmittance method (NIT)
with reference results of fat content analysis (%)
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Ttuszcz NMR — Fat by NMR
Rys. 4. Poréownanie wynikéw pomiaru tluszczu na NMR z wynikami z NIT (Infratec 1241/55,
kalibracja RA71115 (%) — Comparison of NMR results of fat content analysis with data obtained
by near infrared transmittance method (NIT — Infratec 1241/55, RA71115 calibration) (%)
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Thuszcz NMR — Fat by NMR
Rys. 5. Poréwnanie wynikéw pomiaru thuszczu na NMR z wynikami z NIR (NIRS 6500, kalibracja
THAR) (%) — Comparison of NMR results of fat content analysis with data obtained by near infrared
reflectance method NIR (NIRS 6500, IHAR in house calibration) (%)
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Thuszcz Infratec 1241/55 kalibracja RA71115 — Fat by Infratec 1241/55
Rys. 6. Por6wnanie wynikoéw pomiaru thuszczu na Infratec 1241 kalibr. RA71115 z wynikami z NIR
(NIRS 6500, kalibracja THAR) (%) — Comparison of NIT (Infratec 1241 RA71115) results of fat
content analysis with data obtained by near infrared reflectance method NIR (NIRS 6500, IHAR
in house calibration) (%)
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Tabela 3
Zestawienie wspotczynnikow determinacji i btedow pomiaru
Comparison of determination coefficients and measurement errors
Wspotezynnik determinacji — Determination coefficient (R?)
Metoda — Method Soxhlet (ref) NMR NIT NIR
Soxhlet (ref) 1,000 0,800 0,843 0,573
NMR 0,800 1,000 0,860 0,647
NIT 0,843 0,860 1,000 0,541
NIR 0,573 0,647 0,541 1,000
Srednie bledy pomiedzy metodami — Average errors among the methods
Metoda — Method Soxhlet (ref) NMR NIT NIR
Soxhlet (ref) 0,00 0,67 0,59 0,97
NMR 0,67 0,00 0,57 0,91
NIT 0,59 0,57 0,00 0,91
NIR 0,97 0,91 0,91 0,00
Whioski

e W stosunku do metody referencyjnej wyniki z Infratec wykazuja si¢ naj-
mniejszym bledem pomiarowym i najwyzszym wspolczynnikiem regresji
(btad — 0,59, wspotczynnik determinacji — 0,843, kalibracja komercyjna ANN).

e  Metoda odbiciowa (NIR) daje najwickszy btad w poréwnaniu do metody
referencyjnej, jak rowniez w stosunku do NMR i NIT, i wymaga dopra-
cowania poprzez dotaczenie nowych probek.

e W stosunku do NMR wyniki otrzymane za pomocg Infratec’a (NIT) wykazuja
najwigksza zgodnos¢ (btad — 0,57, wspodtczynnik korelacji — 0,86).

e  Mozna uzna¢ iz doktadnosci metod NMR i NIT sa porownywalne.
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