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Metodyka oznaczania aktywnosci lipolitycznej
nasion rzepaku

Wstep

Oznaczanie i poznanie wtasciwos$ci enzymow lipolitycznych nasion ro$lin oleis-
tych pozwala na wyjasnienie ich roli fizjologicznej podczas przechowywania i w
czasie kietkowania nasion. Prowadzone od ok. 9 lat w r6znych oSrodkach (giéwnie
amerykafskich) prace zmierzajace do uzyskania czystej lipazy rzepaku, pozwolity na
scharakteryzowanie niekt6rych jej wtasciwosci. Aktywno$¢ jej oznaczano giéwnie
metodami kolorymetrycznymi (metoda mydel miedziowych) lub fluorescencyjnymi.
Murphy i wsp. (1989) zastosowali metod¢ immunologiczna ELISA do wykrywania
obecno$ci lipazy w suchych nasionach rzepaku i kukurydzy. Sposréd dostepnych
metod badania aktywnoSci lipolitycznej na uwage zasluguja: metoda dyfuzyjna i
metody ekstrakcyjne.

Celem pracy byto por6wnanie metody dyfuzyjnej i metody ekstrakcyjnej ozna-
czania aktywnosci lipolitycznej nasion rzepaku.

Material i metody

Przedmiotem badafi byly ekstrakty enzymatyczne uzyskane z nasion rzepaku
odmiany Bolko i Skrzeszowicki po 3, 4, 5 dniach kietkowania. Suche nasiona
moczono w wodzie przez 24 godziny, a nastepnie kietkowano na wilgotnej bibule w
zaciemnionym pomieszczeniu, w temperaturze pokojowej. Proby nasion pobierano
co 24 godziny w ciagu 5 dni i sporzadzano ekstrakty enzymatyczne, wg metody Lin
Y-H.i A. H. C. Huang’a (1983) (schemat) i oznaczano w nich:

— zawarto$¢ biatka — przez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 280 nm, stosujac
jako wzorzec albuming rzepaku rozpuszczong w roztworze uzytym do sporzadza-
nia ekstraktow enzymatycznych,

— aktywno$€ lipolityczna — metoda dyfuzyjna wg Lawrence’a (1967) uzywajac
jako substratu 1% roztworu wodnego tréjbutyryny z dodatkiem 0,01% tween’u
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20. Emulsj¢ przygotowywano bezposrednio przed uzyciem stosujac mieszadio
szybkoobrotowe typu ultraturrax (Janke & Kunkel IKA Labortechnik). Podioze
do hydrolizy przygotowywano dodajac do 13 ml uptynnionego agaru 5 ml buforu
oraz 2 ml emulsji tr6jbutyryny. Po energicznym wymieszaniu 1 ml roztworu
wylewano na mikroskopowe szkietko podstawowe 0 wymiarach 5 cm x 2 cm. Po
zestaleniu si¢ podtoza wycinano w nim studzienke¢ o §rednicy S mm, do ktérej
nanoszono 5 pl ekstraktu enzymatycznego.

Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 30°C. Miara aktywnoSci lipolitycznej byta

Srednica strefy rozjasnienia podtoza, mierzona przy pomocy mikroskopu optycznego

i wyrazona w mm lub przeliczona na zawarto$¢ biatka (mm/mg biatka).

Do badania wptywu pH substratu na aktywnos¢ lipolityczna stosowano bufory:
octanowy —0,1M o pH 4,5; tris-maleinowy 0,1M o pH od 5,5 do 8,5 i tris-HCI - 0,1M
o pH 9,0.

Obserwujac zmiany aktywnosci lipolitycznej w czasie 24 godzinnej inkubaciji
odczyty wykonywano co 2 godziny metoda ekstrakcyjno—miareczkowa wg Deeth’a
i wsp. (1975)..

Substrat, emulsj¢ zawierajaca 10% oleju rzepakowego w 10% gumie arabskiej,
przygotowywano przy uzyciu mieszadia szybkoobrotowego typu ultraturrax. Miesza-
ning¢ reakcyjna, w ktorej stosunek enzymu do substratu wynosit 1:2, inkubowano w
temperaturze 30°C, a nastgpnie 2-krotnie ekstrahowano frakcje thuszczowa i oznacza-
no w niej zawarto§¢ WKT metoda miareczkowania. Mieszaning ekstrakcyjna stano-
wily: izopropanol, hexan, 4N kwas siarkowy w stosunku 40:10:1v/v.

Miareczkowanie przy uzyciu 0,01N KOH prowadzono za pomoca autobiurety
ABUS80 0 pojemnosci 2,5 ml (firmy Radiometer). Wyniki wyrazano w pL gramoréwno-
waznikach/ml ekstraktu enzymatycznego (L rown./ml e.e.) lub w n réwn./ mg bialka.

Badajac wptyw pH substratu na aktywno$¢ lipolityczna ekstraktow enzymatycz-
nych, emulsj¢ oleju rzepakowego przygotowywano w buforach: tris-maleinowym —
0,IM o pH od 5,5 do 8,5; glicynowym — 0,1IM o pH 9,01 9,5.

Dynamik¢ zmian aktywnosSci lipolitycznej obserwowano podczas 24 godzinnej
inkubacji, wykonujac pomiary co 4 godziny.

Obie metody badania aktywnosci lipolitycznej zastosowano do oznaczania aktyw-
nos$ci lipaz rzepaku w czasie kietkowania nasion odmian: Bolko i Skrzeszowicki.

Wyniki i wnioski

Dynamika zmian aktywnos$ci lipolitycznej w czasie 24 godzinnej inkubacii,
mierzona proponowanymi metodami, §wiadczy o statej szybkosci reakcji podczas
calego okresu inkubacji (wspétczynniki korelacji dla metody dyfuzyjnej 0,9753 i
0,9699 dla metody ekstrakcyjno—miareczkowej), co umozliwia dokonywanie badafi
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SCHEMAT BADANIA AKTYWNOSCI LIPOLITYCZNE]J NASION RZEPAKU

NASIONA KIELKOWANE

EKSTRAKT ENZYMATYCZNY
{roztwor ekstrakcyjny: 0,6 M sacharozy, ImM EDTA, 10 mM KCL, 1 mM MgCl,
2 mM DTT(ditiotreitol), 0,15 M trycyny}
stosunek roztworu ekstrakcyjnego do nasion: 15 ml + 3 g nasion

OZNACZENIA

ZAWARTOSC BIALKA: absorbancja 280 nm; krzywa wzorcowa: albumina rzepaku w roz-
tworze ekstrakcyjnym

AKTYWNOSC LIPOLITYCZNA

METODA DYFUZYJNA WG LAWRENCE’A
substrat: TC4; czas inkubacji: 16 godzin; temperatura inkubagji: 300C; pH:S5,5; 8.5
wynik: srednica strefy lipolizy w mm

METODA EKSTRAKCYIJNO-MIARECZKOWA WG DEETH’A I WSP.
substrat: olej rzepakowy; czas inkubacji: 18 godzin, temperatura inkubacji: 30°C; pH: 8,5
wynik: i gramoréwnowazniki WKT/ml ekstraktu enzym. lub n gramoréwnowazniki/mg biatka

seryjnych w ciagu pierwszej doby inkubacji w odpowiednio wybranym (dowolnym)
czasie (rysunek 1). Ekstrakty enzymatyczne uzyskane z nasion odmian: Bolko i
Skrzeszowicki wykazuja optimum aktywnosci lipolitycznej mierzonej metoda dyfu-
zyjna w pH 8,5, a metoda ekstrakcyjno—miareczkowa odpowiednio w pH 8,5 i 7,5
(rysunek 2). Aktywno$¢ lipolityczna nasion rzepaku obu odmian, mierzona propono-
wanymi metodami, wzrasta gwattownie w trzecim dniu kietkowania nasion i ro$nie
w ciagu catego okresu kietkowania (rysunek 3), przy czym wspéiczynnik korelacji
migdzy stosowanymi metodami réwny 0,8043 (tacznie dla obu odmian) §wiadczy o
mozliwosci zastosowania dowolnie wybranej metody do badania aktywnosci lipoli-
tycznej nasion rzepaku (rysunek4).
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Rysunek 1. Dynamika zmian aktywnosci lipolitycznej podczas inkubacji
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Rysunek 2. Wptyw pH substratu na aktywnos¢ lipolityczna
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Rysunek 4. Zalezno$¢ miedzy aktywnoScia 11p011tyczna oznaczang metoda ekstrak-
cyjno—miareczkowg oraz dyfuzyjna
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