Zadanie 55
Opracowanie modeli kalibracyjnych dla spektrometru NIRS o zakresie widma
400-2500 nm dla oznaczania glukozynolandw, biatka, NDF, ADF oraz steroli i
badania zmiennosci tych zwigzkéw w roslinach oleistych.

Okres realizacji 2014-2020

Krzysztof Michalski | Adiunkt dr | IHAR PIB O/Poznan
Wykonawcy zadania
imie i nazwisko stopien i tytutl naukowy miejsce zatrudnienia
Renata Daleka specjalista IHAR PIB O/Poznan
Mariola Ebertowska Specjalista IHAR PIB O/Poznan
Czestawa Fink St technik IHAR PIB O/Poznan
Justyna Karauda St technik IHAR PIB O/Poznan

dr Krzysztof Michalski - Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB), Radzikéw, Oddziat w
Poznaniu Zaktad Genetyki i Hodowli Roslin Oleistych ul. Strzeszyriska 36 60-479 Poznan Tel 61 8464207
email: km2@nico.ihar.poznan.pl, zastepca: mgr Renata Daleka



Cele projektu

Projekt podzielono na cztery tematy badawcze

* Temat badawczy 1 Okreslenie zmiennosci sktadu i zawartosci glukozynolanéw w probkach nasion
rzepaku. Celem tematu jest stworzenie bazy danych zawierajacej skany w bliskiej podczerwieni oraz
zawartosc glukozynolanow prébek nasion.

* Temat badawczy 2. Okreslenie zmiennosci zawartosci biatka, ttuszczu i wtékna w prébkach nasion.
Celem tematu jest wyselekcjonowanie prébek nasion rzepaku o zréznicowanej zawartosci biatka, wtékna i
ttuszczu w nasionach, zeskanowanie widm tychze oraz ich analiza referencyjna..

. Temat badawczy 3: Okreslenie zmiennosci w sktadzie i zawartosci podstawowych steroli w oleju. Celem
tematu jest wyselekcjonowanie we wspotpracy z hodowcami probek rzepaku o zréznicowanej zawartosci
steroli, zapis widm na spektrofotometrze NIRS 6500 oraz ich analiza metodg referencyjng aby stworzy¢
baze danych do ewentualnej kalibracji..

*  Temat badawczy 4: Opracowanie kalibracji NIRS i oszacowanie btedu metody. Celem tematu jest
opracowanie kalibracji do oszacowania btedu metody i wykorzystania otrzymanych réwnan do selekcji
prébek.

. Cele zrealizowano w catosci



Materiaty i metody

Temat 1 W latach 2014- 2020 r zebrano 1750 probek nasion rzepaku
pochodzgcych z materiatéw wtasnych IHAR (Poznan) oraz Hodowli Roslin Strzelce
ktére poddano analizie referencyjnej na skfad i zawartos¢ glukozynolanéw metoda
chromatografii gazowej silylowych pochodnych desulfogukozynolandow. Probki
wybrano tak aby w miare mozliwosci pokrywaty caty dostepny zakres zmiennosci
chemicznej glukozynolandw.

Temat 2 Pobrano probki nasion rzepaku z linii i odmian bedacych w opracowaniu w
IHAR O/Poznan i spotkach IHAR w ilosci 520 prébek. Zebrane préobki poddano
analizie referencyjnej na zawartos¢ biatka , wtdkna ,ttuszczu.

Temat 3 Pobrano probki nasion rzepaku z linii i odmian bedacych w opracowaniu w
IHAR O/Poznan i spotkach IHAR oraz z kolekcji odmian rzepaku w ilosci 300 prébek.
Zebrane prébki poddano analizie referencyjnej steroli w oleju metoda
chromatografii gazowej

Temat 4 Zebrane widma z wynikami referencyjnymi z lat 2014-2020 uzyto do
wyliczenia kalibracji stuzgcych do szybkiego oznaczania badanych skfadnikéw w
nasionach rzepaku.



Zadanie 1 Wyselekcjonowane préobki w potgczeniu z wczesniej zebranymi materiatami poszerzyty zbidr danych o prébki z réznych
lokalizacji i warunkéw klimatyczno-glebowych, zwiekszajgc reprezentatywnosc i wariancje zbioru uzytego do wyliczenia réwnan
kalibracyjnych i wzmocnienia ich odpornosci na prébki o nietypowej zawartosci oraz pochodzeniu.. Tabela prezentuje zakres
zmiennosci poszczegdlnych sktadnikéw w w latach 2014-2020 a wykres rozktad zmiennosci glukozynolanéw

Zakres zmiennosci Suma glukozynolanéw
Maximu o
Sktadnik Minimum | m Jedn. -
Glukonapina 0,1 26,7 | uM/g 700
Glukobrassicanapina 0,1 18.4| uM/g 8 :
Progoitryna 0,1 70,5 | uM/g § o
Napoleiferyna 0,1 4.8 uM/g 300
Glukobrassycyna 0,1 2.3 uM/g o
40H-glukobrassycyna 0,1 14,1 | uM/g mz I IIIII- _______ ]
Suma glukozynolanow 0,5 101,5| uM/g O ey T

Stworzony zbiér kalibracyjny stanowi podstawe do stabilnej, odpornej na probki nietypowe, kalibracji na zawartos$¢ glukozynolanéw.
Udato sie poszerzy¢ zakres zmiennosci glukozynolandw do 90 mikromoli/g co pokrywa praktycznie catg wariancje dla
glukozynolanéw.

Baza probek obejmuje lata 2014-2020 i pokrywa duzy zakres zmiennosci klimatycznej jaka wystgpita na obszarze pétnocnej i
zachodniej Polski.

Zadanie 2 Wybierajgc proby do zbioru kierowano sie pochodzeniem prébek. Prébki w z lat 2014-2020 pozwalajg wyliczy¢
réwnania kalibracyjne dla oznaczanych parametréw z doktadnoscig wystarczajaca do celéw pomiarowych.

Zebrane probki postuzyty do wyliczenia zaawansowanej kalibracji obejmujgcej analize zawartosci biatka, ttuszczu, wiékna.
Baza probek umozliwia stworzenie taniej kompleksowej metody oceny nasion rzepaku obejmujacej wszystkie podstawowe
sktadniki wystepujgce w nasionach rzepaku.



Zadanie 2 Wybierajgc proby do zbioru kierowano sie pochodzeniem prébek. Prébki w z lat 2014-2020 pozwalajg wyliczy¢ réwnania
kalibracyjne dla oznaczanych parametréw z doktadnoscig wystarczajaca do celéw pomiarowych.

Zebrane prébki postuzyty do wyliczenia zaawansowanej kalibracji obejmujgcej analize zawartos$ci biatka, ttuszczu, wtdkna.

Baza probek umozliwia stworzenie taniej kompleksowej metody oceny nasion rzepaku obejmujacej wszystkie podstawowe sktadniki
wystepujgce w nasionach rzepaku. Wykresy prezentujg rozktad zmiennosci prébek z lat 2014-2020
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Zebrane probki mogg postuzy¢ wraz z zebranymi wczesniej do wyliczenia zaawansowanej kalibracji obejmujacej analize zawartosci
biatka, ttuszczu, wtdkna.

Baza probek umozliwia stworzenie taniej kompleksowej metody oceny nasion rzepaku obejmujacej wszystkie podstawowe
sktadniki wystepujgce w nasionach rzepaku.



Zadanie 3 W latach 2014-2020 pozyskano do celéw kalibracyjnych 300 probki rzepaku o zréznicowanych cechach
jakosciowych zebranych w réznych miejscowosciach (Borowo, Matyszyn, Poznan).. Ponizszy wykres prezentuje zakres
zmiennosci poszczegolnych sktadnikow w latach 2014-2020.

Wybierajgc proby do zbioru kierowano sie pochodzeniem prébek i zawartoscig steroli w prébce — stosujgc do
screeningu testowa kalibracje wykonang na podstawie préobek z lat poprzednich. Zebrany zbidr zostat wykorzystany

rozszerzenia bazy kalibracyjnej i wyliczenia rownania zdolnego do estymacji catkowitej zawartosci steroli w nasionach
rzepaku .

Zebrane prébki charakteryzujg sie dos¢ duzg zmiennoscig i postuzyty do wyliczenia kalibracji nadajacej sie do
screeningu steroli
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Zadanie 4

Jakos¢ kalibracji ocenia sie wykorzystujgc parametry statystyczne takie jak btad kalibracji (SEC)liczony dla réwniania,
wspotczynnik korelacji (Adj RSQ - cho¢ ten zalezy w duzym stopniu od zakresu chemicznego ) oraz btad walidacji
skros$nej(SECV) lub btgd walidacji na zbiorze préb nie nalezacych do zbioru kalibracyjnego (SEV).

Otrzymane wyniki kalibracyjne dla glukozynolanéw dobrze estymujg zawartos$¢ gtéwnych glukozynolanéw. Btgd pomiaru
jest mniejszy od raportowanych w literaturze (ok.4 uM/g).

Prébki z lat 2014 -2020 pozwolity poszerzy¢ zakres zmiennosci cho¢ odbyto sie to kosztem nieco mniejszej doktadnosci
réwnania. Jednym z powoddw takiej sytuacji jest pogorszenie doktadnosci analizy referencyjnej- powyzej 40
mikromoli/g nasion staje sie nieliniowa. Wspétczynnik korelacji jest stosunkowo niski co wigze sie z zakresem dostepnej
zmiennosci ( wiekszos¢ probek to prébkio niskiej zawartosci glukozynolanow).

Stworzony zbiér kalibracyjny praktycznie pokrywa catg zmiennos¢ glukozynolanéw w rzepaku i moze byé podstawa do
réwnania selekcyjnego.

Réwniez doktadnos¢ rownan dla biatka, ttuszczu, wtdkna ADF i NDF jest wystarczajgca dla ich praktycznego
uzytkowania.

Sterole nadal wymagajg ulepszenia poprzez powiekszenie bazy danych.

Poréwnanie btedéw dla zbioru 2014-19 , 2014-20 pokazuje stabilizacje doktadnosci dla glukozynolanéw, poprawe
doktadnosci dla steroli oraz NDF i ADF i lekkie pogorszenie dla ttuszczu .

Poréwnujgc wyniki kalibracji z poprzednich lat z obecnymi mozna uznac iz kalibracje sie stabilizuja i stajg sie odporne na
losowe prébki.



Rownania kalibracyjne wyliczone na bazie zebranych danych

Suma glukozynolanéw

Range 0.50 - 99.20 Std Dev. 12.006

SEC AdjRSQ F REP SECV 1-VR
3.924 0.893 83.48 0.000 3.953 0.892

Bialko
Range 14.40-34.13  Std Dev. 3.294
SEC AdjRSQ F REP SECV  1-VR
).873 0930 14.15 0.000 0.937 0919

NDF

Range 15.60-32.50  Std Dev. 3.922

SEC  AdjRSQ F REP SECV 1-VR
1.214 0904 16.17 0.000 1307 0.889

§




Rownania kalibracyjne wyliczone na bazie zebranych danych

ADF

Range 8.50-29.30 Std Dev. 4.262

SEC AdRSQ F REP  SECV  1-VR
1.104 0933 18.62 0.000 1.183 0923

Suma steroli

ge 1412.50 - 29048.60 Std Dev. 5664.919

SEC AdjRSQ F REP SECV 1-VR
2184 0.851 18.44 0.000 2411 0.818

..............

Tluszcz

Range 31.48-55.10  Std Dev. 3.809
SEC AdjRSQ F REP SECV 1-VR -
1.013 0929 2435 0.000 1.071 0.921

[——



Wykorzystanie otrzymanych danych

Zebrane dane (widma i wyniki referencyjne) wykorzystano do otrzymania réwnan kalibracyjnych, ktére
zostaty zainstalowane w programach pomiarowych

:HR Strzelce - DS2500
HRr Strzelce O/ Matyszyn= NIRS 6500
IHAR O/Poznan - NIRS 6500

Za ich pomoca przebadane zostaty duze ilosci prébek rzepaku, a wyniki wykorzystane do selekcji
materiatéw badawczych



