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Wplyw technologii zbioru
na zawartos¢ chlorofili i karotenoidow
w nasionach rzepaku, wytlokach i oleju

Harvesting technique versus the content of chlorophylls
and carotenoids in rape seeds, oilcakes and rapeseed oil
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Celem pracy bylo okre$lenie zawartosci barwnikéw w nasionach rzepaku, oleju i wytlokach,
w zaleznoséci od terminu i technologii zbioru. Metoda badania st¢zenia karotenoidow i chlorofili
polegala na analizie ich widm absorpcji elektronowej w zakresie UV-Vis. Przeprowadzone badania
zawartosci barwnikow wykazaly, ze termin zbioru ma wpltyw na stezenie zaré6wno chlorofilu, jak
i karotenoidow powodujac zmnigjszenie ich ilo$ci. W przypadku zbioru dwuetapowego st¢zenie bar-
wnikéw w nasionach jest wigksze niz podczas zbioru jednoetapowego. Stosujac zbior dwuetapowy
obserwowano dynamiczne zmiany zawartosci barwnikow. Badania wskazuja na to, iz wytloki za-
wieraja najwigksze stezenie barwnikow.
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The content and composition of photosynthetic pigments are indicators of the quality of seeds and
oil. The applied harvesting technique is one of the factors limiting the crop quality.

The aim of the research was to estimate the pigment content and composition in seeds, oil and
rapeseed cake and its concentration in relation to the applied harvesting technologies as well as
harvest time. Cultivar Lisek harvested at different stages of maturity was used and two-stage harvest
technique was applied. The analysis was conducted on the oil obtained by pressing the seeds in
hydraulic press at the temperature of 20°C. The UV-Vis absorption technique was applied as the
method of determination of carotenoid pigments and chlorophyll content. The results show that
pigments content in seeds, oil and rapeseed cake strongly depended on the harvest time. It was found
that the delayed harvest resulted in reduction of the pigment and chlorophyll content in each of
examined plant material. It was of notice that the ratio of total concentrations of the pigments
remained approximately constant and was independent of harvesting time and maturity stage of rape.
The direct combining and two-stage harvesting methods were additionally compared and nearly three-
fold decrease in total pigment concentration was found in the case of direct combining harvesting.
The chlorophyll contents alterations were observed in a two-stage harvesting method. Summing up,
the used harvesting technique as well as the harvesting time were the crucial factors in final seeds
quality. The results also show that oil cakes contained much higher pigment concentrations as
compared to oil.
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Wstep

Zawartos¢ i sktad barwnikéw w nasionach rzepaku ma kluczowe znaczenie
dla jakosci oleju rzepakowego. W oleju rzepakowym mozemy generalnie wyrdznic
dwie glowne grupy barwnikow: pierwsze naleza do grupy karetonoidow, drugie to
chlorofile (a oraz b). O ile obecnos¢ karotenoidéw jest pozadana z powodu ich
dziatania prowitaminowego, to chlorofile (a zwlaszcza produkty ich rozpadu) nie-
korzystnie wplywaja na jako$¢ oleju, co przejawia si¢ zmniejszeniem stabilno$ci
oleju, dziataniem prooksydacyjnym i wpltywem na przyciemnienie oleju (Britton
1 in. 1995a, 1995b, Cenkowski 1 in. 1989, Daun i in. 1987, Gruszecki 1999,
Jerzewska i in. 1986, Niewiadomski 1966, Sadowska i in. 1995). Z tego wzgledu
zawarto$¢ chlorofilu w nasionach rzepaku technologicznego nie powinna prze-
kracza¢ 24 ppm (Daun i in. 1987). Istotnym wskaznikiem jako$ci nasion oraz oleju,
szczegolnie oleju tloczonego na zimno, jest zawarto$¢ i sktad poszczegdlnych
barwnikow (Koztowska i in. 1988; Krygier i in. 1996, 2000; Pathak i in. 1991).
Poniewaz ilos¢ oleju, sktad chemiczny, a co za tym idzie jego jako$¢, zwiazane sa
z dojrzatoscia nasion (Babuchowski 1963, Rybacki 2003), badania zmiany zawar-
tosci barwnikow w koncowej fazie dojrzewania nasion moga stanowi¢ cenna infor-
macje¢ agrotechniczna.

Zaréwno technologia zbioru, jak i termin jego przeprowadzenia, ma decydu-
jace znaczenie dla koncowej jakos$ci nasion. Istotne znaczenie beda miaty wlasciwe
terminy rozpoczegcia i zakonczenia poszczegoélnych elementéw procesu technolo-
gicznego, np. pokosowania, zbioru roslin z pokoséw czy zbioru jednoetapowego
(Babuchowski 1963, Tys 1997, Rodkiewicz i in. 2002). Sciste przestrzeganie tych
termindw jest wymuszone dynamika procesow biologicznych i fizycznych zacho-
dzacych w czasie dojrzewania. W efekcie niewlasciwej agrotechniki do przerobu
trafiaja nasiona z wysoka zawartoscia chlorofilu, o niekorzystnym profilu kwasoéw
thuszczowych i silnie zaawansowanych procesach oksydacyjnych (Rybacki 2003).
Uzyskanie z takich nasion oleju o wysokiej jako$ci wymaga stosowania dodat-
kowych kosztownych operacji technologicznych (ziemi bielacej, wegla aktywnego
itd.). Wptywa to na dodatkowe podrozenie produkcji oraz zmniejszenie wydajnosci
i jakos$ci (Rybacki 2003).

Jedna z technologii coraz czgsciej stosowanych do pozyskiwania oleju z na-
sion rzepaku jest metoda tloczenia ,,na zimno”. Istotna wada tego procesu jest jego
stosunkowo niska wydajno$¢, poniewaz czgs¢ oleju pozostaje w wytloku. Jak wy-
kazuja badania (Fornal i in. 1989, 1994; Jackowska i in. 2004) stezenie oleju
w wyttoku pochodzacym z ré6znych typdéw tloczni wynosi od 10,5 do 14%. Z tych
wzgledow badanie zawartosci 1 analiza sktadu barwnikdéw w nasionach, oleju i wy-
tlokach w zaleznosci od terminu i techniki zbioru stalo si¢ celem niniejszej pracy.
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Metoda oznaczania barwnikow

W badaniach uzyto nasion rzepaku odmiany Lisek zbieranych w réznym
stopniu dojrzatosci, od bardzo wczesnej do opdznionej. Dodatkowo porownywano
dwie metody zbioru: jedno- i dwuetapowa. Badania prowadzono na nasionach,
oleju oraz wytlokach. Material pochodzil z doswiadczen odmianowych SDOO
Gigbokie. Prébki nasion rzepaku pobierano z pola co 2 dni. Lacznie pobrano
probki w 9 terminach, po 4 ze zbioru przyspieszonego i opdznionego oraz 1 w ter-
minie optymalnym. Dojrzato§¢ techniczna (dla technologii dwuetapowej) oraz
optymalng (dla technologii jednoetapowej) okreslano postugujac si¢ kluczem
opracowanym przez Musnickiego i Horodyskiego (1989). Badania laboratoryjne
wykonano w przeciagu 30 dni od pobrania, w tym czasie nasiona o wilgotnosci 7%
byty przechowywane bez dostgpu Swiatta w temperaturze 7-9°C.

Ekstrakcja barwnikow z nasion

Nasiona poddane rozdrobnieniu w mtynku laboratoryjnym (2 g) zalewano
15 ml roztworu chloroformu i alkoholu metylowego (w stosunku 2 : 1; temperatura
otoczenia 20°C; bez dostepu Swiatla). Nastgpnie probke wytrzasano przez 15 min.
w celu ekstrakcji barwnikéw chlorofilowych i karotenoidowych, po czym poddano
odwirowaniu (15000 obr/min.) w celu pozbycia sig resztek rozdrobnionego rzepaku.

Otrzymywanie oleju

Olej z nasion rzepaku tloczono w prasie hydraulicznej wyprodukowane;j
w warsztatach Instytutu Agrofizyki. Probke 20 g calych nasion poddano narastaja-
cemu naciskowi do okoto 10000 kPa przez 1 min. (temperatura nasion 20°C,
efektywnos¢ procesu ok. 70%). Olej gromadzono w $§wiattoszczelnym pojemniku
wypelionym azotem i natychmiast poddawano badaniom na zawarto$¢ barwnikow.

Wytloki pochodzily z nasion, ktére poddano procesowi tloczenia. Postgpo-
wano z nimi w taki sam sposob jak z nasionami z pomini¢ciem rozdrabniania
w mtynku.

Zawartos¢ barwnikow przedstawiano w postaci barwy ogdlnej (Norma Bran-
zowa. Thuszcze roslinne jadalne. Spektrofotometryczne oznaczenie barwy ogdlnej
olejow. BN-86 8050-30), ktora zostata wyrazona jako suma absorbancji karote-
noidéw i chlorofili x 1000. Dodatkowo, w tych jednostkach, na wykresach przed-
stawiono osobno punkty pomiarowe dla chlorofili i karotenoidow.

Oznaczanie stgzenia karotenoidow i chlorofili oraz barwy ogoélnej w wytlo-
czonym oleju polegato na pomiarze absorbancji rozcienczonych w acetonie probek
olejow zgodnie z wyzej wymieniona Norma Branzowa. Probki olejow rozcienczano
zgodnie z zaleceniami zawartymi w normie. Wedlug zamieszczonych w normie wzo-
row dokonano rowniez obliczen barwy ogdlnej, barwy karotenoidow i chlorofili.
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Metoda badania ilosci barwnikéw karotenoidowych oraz chlorofilowych
polegala na analizie ich widm absorpcji w zakresie 400-750 nm. Pomiary widm
absorpcji elektronowej zostaly dokonane przy uzyciu dwuwiazkowego spektro-
fotometru UV-Vis Cary 300 Bio firmy Varian, wyposazonego w kuwety kwarcowe
o pojemnos$ci 2 ml, o drodze optycznej 1 cm, z rozdzielczoscia 0.5 nm. Pomiarow
dokonano na trzech niezaleznych probach, z kazdej kombinacji oleju, nasion
1 wyttoku. Badania prowadzono w temperaturze 20°C. Temperatura stabilizowana
byta elementem Peltiera z doktadnoscia £0,1°C.

Widma absorpcji zostaly poddane analizie przy pomocy programu Grams
firmy Galactic oraz przedstawione w postaci wykresow widm przy uzyciu pro-
gramu Grapher 2.0.

Wyniki badan

Uzyskane wyniki badan potwierdzaja, ze zardwno sposob zastosowanego
zbioru, jak i jego termin znaczaco ro6znicuja obecnos$¢ karotenoidow, jak i chloro-
fili. Najwigksza koncentracj¢ karotenoidow stwierdzono w nasionach pochodza-
cych ze zbioru dwuetapowego bardzo przyspieszonego (rys. 1).

Zawarto$¢ chlorofili w tych samych nasionach byta sze$ciokrotnie mniejsza
i zachowujaca tendencj¢ spadkowa przy zbiorze op6znionym. Wyzsze ilosci chlo-
rofili w nasionach pochodzacych ze zbioru dwuetapowego stwierdzono réwniez
w innych wieloletnich badaniach. Stwierdzona ilo§¢ chlorofili byta uzalezniona
zarowno od terminu pokosowania, jak i terminu omtotu pokoséw (Tys 1997).
Wskazuje to na mozliwos¢ naturalnego ,,sterowania” i kontroli zawarto$ci tego
niekorzystnego dla technologii przetworstwa barwnika (Dabrowski i in. 1987).
Zawarto$¢ karotenoidow w nasionach zmniejsza si¢ nieznacznie w zalezno$ci
od terminu zbioru. Prawidlowo przeprowadzony zbior stwarza mozliwos¢ prawie
catkowitego wykluczenia niekorzystnych chlorofili przy jednoczesnym zachowa-
niu znacznej ilo$ci cennych karotenoidow.

Podobny trend, lecz przy okoto dziesigciokrotnie mniejszym udziale barw-
nikéw, obserwujemy dla probek oleju.

W nasionach zebranych technologia jednoetapowa stwierdzono prawie
trzykrotnie mniejsze ilosci badanych barwnikow (rys. 2). Wskazuje to na lepsza
jakos$¢ nasion zbieranych ta technologia. W oleju takich relacji nie stwierdzono,
a oleje pochodzace z nasion zbieranych réznymi technologiami r6znia si¢ w stop-
niu nieznacznym, $wiadczy to o statym poziomie frakcji chlorofili rozpuszczonych
w lipidach.
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Rys. 1. Zmiany zawarto$ci barwnikéw w nasionach (panel gérny) i oleju (panel dolny) w zalezno$ci
od terminu zbioru dwuetapowego — Changes in pigment content in seeds extracts (upper panel) and
oil (lower panel) versus harvesting time in 2-stage harvesting method
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Rys. 2. Zmiany zawartosci barwnikéw w nasionach (panel gorny) i oleju (panel dolny) w zaleznos$ci
od terminu zbioru jednoetapowego — Changes in pigment content in seeds extracts (upper panel)
and oil (lower panel) versus harvesting time in 1-stage harvesting method

Dokonana analiza poréwnania widm absorpcji ekstraktow (chloroformowo-
metylowych) nasion pochodzacych z r6znych terminéw zbioru (rys. 3) wskazuje na
wyrazna roznicg pomig¢dzy zawarto$cia karotenoidow w porownaniu do ilosci
chlorofili, jak réwniez réznicg w zawartosci obu tych barwnikéw w nasionach
zbieranych w réznych terminach dojrzatosci.
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Rys. 3. Przyktadowe widma absorpcji elektronowej ekstraktow z nasion rzepaku odmiany Lisek

zbieranych w réznych terminach — The exemplary electronic absorption spectra of rape seeds
extract, cultivar Lisek. Harvesting time as indicated
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Badania wykazaly wigksza zawartosci barwnikow w wyttokach niz w nasio-
nach (rys. 4). Wytltok zawiera znacznie wigksze ilosci suchej masy i tym mozemy
thumaczy¢ ,,zageszczenie” barwnikow w wytloku pomimo czgSciowej redukcji
spowodowanej ich obecno$cia réwniez w oleju. Obecno$¢ w wytloku okrywy
nasiennej decyduje rowniez o wickszych réznicach pomigdzy absorbancja dla
nasion i oleju (Ptatek i in. 1998, Rotkiewicz i in. 1999). Wynika z tego, ze przy
okreslaniu zawartos$ci barwnikow w oleju ttoczonym z nasion znaczna ilo$¢ barw-
nikdéw powinna zosta¢ w wyttoku. Przeprowadzone badania potwierdzity ten fakt.

Podsumowanie

Terminy zbioru mialy wptyw na zawarto$¢ chlorofili. Nasiona pochodzace
z bardzo wczesnego zbioru, niezaleznie od stosowanej technologii, charaktery-
zowaly si¢ wysoka zawartoscig chlorofili. Swiadcza o tym zmierzone wartosci
absorbancji. Barwa ogdlna dla zbioru dwuetapowego byta na poziomie od 775 do
1200, a dla jednoetapowego od 557 do 667. Wskazuje to na nieprawidlowo
dobrany termin zbioru dwuetapowego. Dla oleju maksymalnie wynosita 140 dla
zbioru dwuetapowego, a 102 dla jednoetapowego. W przypadku zbioru opdz-
nionego stwierdzono $ladowe ilosci chlorofili.

Przeprowadzone badania w celu okreslenia zawartosci karotenoidow w oleju
otrzymanym metoda ttoczenia z nasion rzepaku pochodzacych z réznych terminéw
zbioru wykazaty, ze zawarto§¢ barwnikow karotenoidowych zmienia si¢ nieznacznie:
dla probek oleju od 163 do 497 dla zbioru dwuetapowego i od 163 do 332 dla jedno-
etapowego. Natomiast zakres zmiennosci barwnikow karotenoidowych dla nasion
wynosit odpowiednio dla zbioru dwu- i jednoetapowego 1754—5976 i 1755-2442.

Nalezy zauwazy¢, ze zawartos¢ karotenoidow w probkach nasion pobranych
w ostatnich terminach obiema metodami pozostawata na jednakowym poziomie.
Natomiast we wczesnym zbiorze dwuetapowym byla okoto dwukrotnie wigksza
niz w przypadku zbioru jednoetapowego.

Rowniez zakres zmian barwy ogolnej (okreslanej jako suma absorbancji
barwnikow z grupy karotenoidowych i chlorofilowych) ilustruje znaczne roznice
pomigdzy zawarto$cia barwnikéw w probkach oleju i nasion pochodzacych z ter-
mindéw bardzo wczesnych w stosunku do najpézniejszych. Mozna zauwazy¢, ze
catkowity stosunek zawarto$ci chlorofili do karotenoidow we wszystkich termi-
nach zbioru pozostawat niezmieniony. Zatem tylko catkowita zawarto§¢ barwni-
kow ulegata zmianie, lecz ich stosunek pozostawatl niemal staly dla wszystkich
z badanych terminéw. Praktycznie moze to oznaczaé, ze pewna réwnowaga
stosunku zawartosci chlorofil — karotenoid, zwiazana oczywiscie z terminem zbioru,
zapewnia dobra jako$¢ nasion. Przekroczenie wilasciwych dla danej odmiany
termindow zbioru moze powodowa¢ zachwianie tej liniowej rownowagi, czyli
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zmiang stosunku barwnikow. Moze to spowodowac pogorszenie jakosci otrzymy-
wanego oleju.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, im wczesniejszy termin zbioru
(20.06) tym stezenie zarowno chlorofili, jak i karotenoidéw jest wigksze. Dla ter-
minéw 4.07 i 6.07 istotnych réznic nie stwierdzono. Natomiast poréwnujac skrajne
terminy zbioru (20.06 i 12.07) mozna zauwazy¢ znaczny spadek zawartosci
barwnikow karotenoidowych oraz chlorofilowych, niemniej jednak catkowity sto-
sunek zawartosci chlorofili do karotenoidéw dla obu skrajnych terminéw zbioru
pozostaje staly i wynosi 0,1620,03. Dla terminéw posrednich 4.07 i 6.07 stosunek
ten wynosi rowniez 0,1610,03. Zatem catkowita zawarto§¢ barwnikow ulega zmia-
nie, lecz ich stosunek pozostaje niemal staly dla wszystkich z badanych termindw.
Zwiazane jest to z przemianami biochemicznymi zachodzacymi w nasionach na
poziomie molekularnym. Podobnie maja si¢ do siebie stosunki barwnikow w wy-
tlokach nasion dla skrajnych i §rodkowych terminéw zbioru.

Whioski

Przeprowadzone badania wykazaty, iz termin i sposob zbioru ma wplyw
zaro6wno na ilos¢ chlorofilu, jak i karotenoidéw. Stwierdzono okoto 10-krotnie
mniejsze stezenie barwnikOw w oleju niz w nasionach. Zbior opozniony wplywa
na zmniejszenie zawartosci obu barwnikow w kazdym z badanych materiatow.
Termin zbioru ma kluczowe znaczenie, jezeli chodzi o zawarto$¢ barwnikow
fotosyntetycznych, lecz stosunek ich koncentracji (chlorofil / karotenoidy) pozo-
staje w przyblizeniu staly. Dodatkowo poréwnano rézne metody zbioru (zbior
jedno- i dwuetapowy). Mozna stwierdzi¢, ze dla zbioru dwuetapowego zmniejsze-
nie zawartosci barwnikéw jest procesem bardziej dynamicznym niz dla zbioru
jednoetapowego. Obserwowano tg tendencjg zarowno dla probek oleju jak i nasion.
Moze to wskazywa¢ na nieprawidlowe, zbyt wczesne ustalenie terminéw zbioru
dwuetapowego.
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