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Jakos¢ frakcji ttuszczowej przechowywanych
nasion rzepaku jest zalezna od wielu czynnikéw,
migdzy innymi od wilgotnosci przechowywanych
nasion. W przeprowadzonym doswiadczeniu
badano zmiany aktywnosci i immunoreaktyw-
nosci lipazy przechowywanych nasion rzepaku
0 wilgotnosci 6 i 10%. Stwierdzono, ze w nasio-
nach o wilgotnosci 10% aktywnos¢ lipazy ulega-
fa wigkszym zmianom niz w przypadku nasion
0 wilgotnosci 6% i zawierata si¢ w przedziale od
18,73 do 55,85 J.A./mg biatka. Immunoreaktyw-
nos¢ lipazy przechowywanych nasion o wilgot-
nosci 10% zmieniata si¢ w stosunkowo niskim
zakresie od 4,55 do 9,68 mg biatka immunoreak-
tywnego/ml ekstraktu w poréwnaniu z nasiona-
mi o0 wilgotnosci 6%, gdzie obserwowano zmia-
ny immunoreaktywnosci w zakresie od 1,27 do
11,68 mg biatka immunoreaktywnego/ml ekstrak-
tu. Mozna stwierdzi¢, ze wysokiej specyficznej
aktywnosci lipazy nie odpowiadata wysoka
immunoreaktywnos¢ enzymu podczas przecho-
wywania nasion rzepaku o wilgotnosci zaréwno
6% jak i 10%.
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Lipid fraction quality of rapeseed stored is
dependent on a number of factors including —
among others — stored seeds moisture. In the
experiment activity and immunoreactivity of
lipase in stored rapeseed with moisture 6 and
10% was investigated. It was found that enzyme
activity of stored rapeseed with 10% moisture
content ranged to higher extent (from 18.73 to
55.85 A.U./mg protein) and contrary, enzyme
immunoreactivity ranged to lesser extent (from
455 to 9.68 mg immunoreactive protein) as
compared to rapeseed with 6% moisture content.
It was found that high specific activity did not
correspond with high immunoreactivity during
storage of rapeseeds with either 6 or 10%
moisture content.
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Wstep

Rzepak jest podstawowym surowcem przemystu olejarskiego w Polsce.
Okoto 40% masy rzepaku stanowi ttuszcz, a 38-43% biatka. Wilgotnos¢ nasion
rzepaku generalnie wynosi 8%. Skiad frakcji ttuszczowej nasion rzepaku uzalez-
niony jest od jego odmiany. Dominujacymi kwasami ttuszczowymi w oleju
rzepakowym sa kwasy oleinowy (od 12 do 59%), linolowy oraz linolenowy
(Shahidi 1990). W czasie przechowywania surowca sktad chemiczny nasion
rzepaku ulega zmianom. Na jako$¢ frakcji ttuszczowej przechowywanych nasion
rzepaku moga wplywaé natywne enzymy, jak lipazy (E.C.3.1..1.3) — hydrolazy
tréjacyloglicerolowe, ktérych aktywnosé¢ jest zalezna migdzy innymi od wilgot-
nosci przechowywanych nasion. Wedtug Grzesiuka in. (1981) nawet w suchych
nasionach rzepaku lipazy moga by¢ w pewnym stopniu aktywne.

Celem podjgtych badan byto okreslenie zmian aktywnosci enzymatycznej
I immunoreaktywnosci lipazy przechowywanych nasion rzepaku o wilgotnosci 6 i 10%.

Material i metody

Materiatl

Materiatem badanym byly nasiona produkcyjne rzepaku ozimego Bolko
— odmiany podwajnie uszlachetnione;j.

Przechowywanie nasion rzepaku

Nasiona rzepaku po 24 godzinnej regulacji wilgotnosci do 6 i 10% przecho-
wywano w zamknietych pojemnikach (Meshehdani i in. 1990) w temperaturze 10°C.
Proby (w dwaoch seriach) pobierano z przechowywanego materiatu: kontrolna
,0” po ustaleniu wilgotnosci i kolejno po 14, 21, 28, 42 i 56 dniu przechowywania.

Ekstrakcja lipazy

Ekstrakcje¢ lipazy prowadzono wedtug metody Lina i Huan'ga (Lin, Huan'g
1983). Do 2 g nasion dodawano 10 ml roztworu ekstrakcyjnego (TRIS-HCL,
pH 7,0). Mieszanine ekstrakcyjna rozdrabniano za pomoca UltraturaxuT-25
(IKA Labortechnik) przez 1,5 minuty, a nastgpnie wirowano przy 10 081 x g przez
20 minut.

Oznaczanie aktywnosci lipazy

Aktywnos¢ enzymoéw lipolitycznych oznaczano metoda dyfuzyjna w zesta-
lonym agarze weditug Lawrence'a (1967) stosujac jako substrat tributyryloglicerol
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TC 4.0 (SIGMA). Podtoza do hydrolizy przygotowywano dodajac do uptynnionego
agaru emulsje triacyloglicerolu oraz 100 mM bufor TRIS-maleinianowy, pH 8,0.
Mieszaning agarowa w ilosci 1 ml rozlewano na mikroskopowe szkietka
podstawowe. Po wycieciu w zestalonym podtozu studzienek o srednicy 5 mm i na-
niesieniu na nie po 5 ul ekstraktu enzymatycznego, ptytki inkubowano w tem-
peraturze 30°C przez 16 godzin. Miara aktywnosci lipolitycznej byta wielkosé
strefy rozjasnienia, mierzona przy pomocy mikroskopu optycznego. Za umowng
jednostke aktywnosci lipolitycznej (J.A.) przyjgto logarytmiczny przyrost strefy
rozjasnienia o 1 jednostke w danych warunkach pomiaru (Lawrence 1967).

Oznaczenie zawartosci biatka

Zawartos¢ biatka w prébach oznaczono metoda Bradford (Bradford 1976).
Do wyznaczenia krzywej standardowej jako biatka wzorcowego uzyto albuminy
surowicy krwi wotowej BSA (Sigma, A 3350) w zakresie st¢zen od 0 do 100 pg/ml.

Oznaczanie immunoreaktywnosci lipazy metoda ‘competitive’ ELISA

Mikroptytki (Maxi-sorb®, NUNC) optaszczano roztworem antygenu o steze-
niu 10 pug/ml, w 50mM buforze weglanowym o pH 9,8, w ilosci 100 pg/studzienke
i inkubowano 12-18 h w temperaturze 4°C. Nastepnie mikroptytki przemywano
czterokrotnie 10 mM buforem fosforanowym o pH 7,4 z dodatkiem 0,5% Tween-20
(0,5% T/PBS). Miejsca niewysycone antygenem blokowano 1,5% roztworem
zelatyny (Sigma, G 9382) w 50 mM buforze weglanowym o pH 9,8, w ilosci
150 pl/studzienkg i inkubowano w temperaturze 25°C przez 30 min. Po przemyciu
mikroptytek 0,5% T/PBS do studzienek podawano jednoczesnie 50 ul proby
z antygenem oraz 50 pl poliklonalnych przeciwciat kréliczych przeciwko lipazie
ciat ttuszczowych. Mikroptytki inkubowano 1 h w temperaturze 25°C i przemy-
wano czterokrotnie buforem 0,5% T/PBS. Nastepnie dodawano roztwér koziej
antykroliczej immunoglobuliny znaczonej peroksydaza chrzanowa (Sigma, A 6154),
w ilosci 100 pl/studzienke. Mikroptytke inkubowano 1 godzing w temperaturze
25°C. Po przemyciu mikroptytki buforem 0,5% T/PBS dodawano 100 pl/studzien-
ke roztworu o-fenylodiaminy (Sigma, P 8287). Piytke inkubowano 30 min
w temperaturze 25°C, po czym reakcje enzymatyczna zatrzymano dodajac 4 M
H,SO,. Absorbancje odczytywano dla diugosci fali A =492 nm. Analogicznie
wykonywano krzywa wzorcowa dla czystego antygenu.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wykorzystujac program
komputerowy Immunofit™ EIA/RIA firmy Beckman, dla przedziatu ufnosci 0,05.
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Wyniki i dyskusja

Przechowywanie nasion rzepaku o wilgotnosci 6%

Podczas przechowywania nasion rzepaku o wilgotnosci 6% aktywnos¢ lipazy
zmieniata sie w zakresie od 16+0,50 do 23+£2,5 J.A./mg biatka (rys. 1).
Stwierdzono, ze maksymalna aktywnos¢, 23 £ 2,5 J.A./mg biatka, osiagneta lipaza
w 14 dniu przechowywania nasion. Najnizsze poziomy aktywnosci zaobser-
wowano po 7 i 28 dniach przechowywania (odpowiednio 16 £ 0,50 i 16,4 £ 0,10
J.A./mg biatka). Moze to by¢ zwiazane ze zmianami biochemicznymi zacho-
dzacymi w nasionach, co jednak nalezatoby potwierdzi¢ dodatkowym dos-
wiadczeniem.
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Rys. 1. Zmiany aktywnosci specyficznej lipazy podczas przechowywania nasion rzepaku o wilgot-
nosci 6% — Changes of lipase specific activity in stored rapeseed with 6% moisture

Réwnolegle do badan aktywnosci oznaczano immunoreaktywnosé¢ frakcji
lipazy ciat ttuszczowych (CT) w przechowywanych nasionach o wilgotnosci 6%.
Stwierdzono istotne réznice immunoreaktywnosci tej frakcji w czasie
przechowywania (rys. 2). Stwierdzono, ze proba nasion rzepaku przechowywana
28 dni wykazuje maksymalna immunoreaktywnos¢ lipazy CT — 11,7 £ 0,29 pg/ml
ekstraktu enzymatycznego, czyli poziom bardzo zblizony do proby kontrolnej,
w ktdrej immunoreaktywnos¢ lipazy CT ksztattowata sie na poziomie 10 £ 1,9 ug/mi
ekstraktu enzymatycznego. Po 21 dniach przechowywania nasion obserwowano
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znaczny spadek immunoreaktywnosci badanej frakcji biatka az do 1,3 + 0,48 ug/mi
ekstraktu enzymatycznego. Moze to $wiadczy¢ o duzej dynamice zmian immuno-
reaktywnosci jak i aktywnosci lipazy CT. Hipoteze ta nalezy potwierdzi¢ przez
analize dodatkowych préb pobranych kolejno podczas 28 dni przechowywania.
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Rys. 2. Zawartos¢ biatka ogotem i biatka immunoreaktywnego w ekstraktach z przechowywanych
nasion rzepaku o wilgotnosci 6% — Total and immunoreactive protein contents in extracts obtained
from stored rapeseed with 6% moisture

Powyzsze analizy pozwolity stwierdzi¢, ze maksimum aktywnosci lipazy
obserwowane po 14 dniu przechowywania odpowiada spadkowi immunoreaktyw-
nosci lipazy CT, co moze $wiadczy¢ o zmianach w budowie biatka ($cisle jego
epitopow).

Przechowywanie nasion rzepaku o wilgotnosci 10%

Przechowywanie nasion rzepaku o wilgotnosci 10% powodowato, podobnie
jak w omawianej wyzej grupie, zmiany aktywnosci specyficznej jak i zawartosci
immunoreaktywnej frakcji lipazy CT. Na rysunku 3 przedstawiono zaleznos¢
aktywnosci specyficznej lipazy od czasu przechowywania. Stwierdzono, ze przez
pierwsze 21 dni aktywnos$¢ nie ulegala znacznym zmianom i zawierala sie
w przedziale od 18 +1,57 J.A./mg biatka do 20,5+0,47 J.A./mg biatka.
Maksimum aktywnosci — 55+0,79 J.A./mg biatka — enzym osiagnat po
28 dniach przechowywania nasion. Dalsze magazynowanie surowca powodowato
powolny spadek aktywnosci lipazy zawartej w nasionach do 23 + 6,77 J.A./mg
biatka po 56 dniach.
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Rys. 3. Zmiany aktywnosci specyficznej lipazy podczas przechowywania nasion rzepaku o wilgot-
nosci 10% — Changes of lipase specific activity in stored rapeseed with 10% moisture

Stwierdzono, ze podczas przechowywania nasion o wilgotnosci 10% immu-
noreaktywnos¢ lipazy CT zawierata sie w przedziale od 4 £ 0,72 do 9,7 £ 0,065
ng/ml ekstraktu enzymatycznego i wykazywata tendencje malejaca w miarg
wydtuzania czasu przechowywania (rys. 4).
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Rys. 4. Zawartos¢ biatka ogotem i biatka immunoreaktywnego w ekstraktach z przechowywanych
nasion rzepaku o wilgotnosci 10% — Total and immunoreactive protein contents in extracts obtained
from stored rapeseed with 10% moisture

Przeprowadzone badania potwierdzaja decydujacy wptyw wilgotnosci i czasu
przechowywanych nasion na aktywnos¢ enzymu i jego immunoreaktywnosc.
Istotne statystycznie réznice pomiedzy poszczeg6lnymi grupami potwierdzita
analiza statystyczna (dla p < 0,05).
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W badaniach nad aktywnoscia natywnych lipaz roslin oleistych powszechnie
stosuje sie metody: miareczkowa, kolorymetryczna i fluorescencyjna, zas metody
pozwalajace na oznaczenie zawartosci badanego enzymu lipolitycznego byty
dotychczas stosowane w niewielkim stopniu (Hills, Beevers 1987; Murphy i in.
1989). Uzyskane wyniki moga $wiadczy¢ o skomplikowanym charakterze prze-
mian enzymu, zachodzacych zaleznie od wilgotnosci przechowywanych nasion.
Wysoka aktywnos¢ enzymu przechowywanych nasion rzepaku o wilgotnosci
nasion 10%, przy jednoczesnej jego stosunkowo niskiej immunoreaktywnosci,
moze $wiadczy¢ o tym, ze enzym posiada epitopy, ktére sa niezalezne od miejsc
aktywnych enzymu.

Z kolei wysoka immunoreaktywno$¢é enzymu w pordéwnaniu z zawartoscia
biatka og6tem (rys. 2, 4) moze $wiadczy¢ o zawartosci innych zwiazkéw moga-
cych wptywa¢ na wynik oznaczenia immunologicznego lub o intensywnych
przemianach zachodzacych w obrebie epitopéw lub ujawnieniu sie nowych
epitopow i zaleznosci przemian od wilgotnosci nasion i czasu przechowywania.
Enzym moze tworzy¢ takze aglomeraty z innymi biatkami. Lipazy sa rozpoz-
nawane jako duze biatkowe aglomeraty o masie czasteczkowej 250 do 300 kDa
(Weselake i in. 1989; O’Sullivan, Hills 1990; Huang i in. 1988), ktére w wyniku
rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE wykazuja pasma o masach czasteczko-
wych 62, 64 (Fuchs, Hansen 1994) lub 65 kDa (Huang i in. 1988). Poprzez
utworzenie takiego aglomeratu moze nastgpowa¢ zmiana immunoreaktywnosci
enzymu, co z kolei moze wpltywaé na oznaczenie immunometryczne.

Whioski

Lipaza w nasionach o wilgotnosci 10% osiagneta dwukrotnie wyzszy poziom
aktywnosci w poréwnaniu z nasionami o wilgotnosci 6%. Jej immunoreaktywnosé
w przechowywanych nasionach rzepaku o wilgotnosci 6 i 10% ksztattowata sie
w podobnych granicach osiagajac po 56 dniach poziom okoto 6 ug immuno-
reaktywnej lipazy w 1 ml ekstraktu enzymatycznego.

Conclusions

Specific activity of lipase in stored rapeseed with moisture 10% was two-fold
higher as compared to rapeseed with moisture 6%. The enzyme immunoreactivity
in stored rapeseed with moisture 6 and 10% was similary ranged and after 56-day
storage it accounted for about 6 ug immunoreactive lipase/l ml of enzymatic
extract.
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