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Ekstrakty lipooksygenazy z nasion dyni uzys-
kano stosujac 10 roznych roztwordw ekstrak-
cyjnych. Ekstrakty wykazywaly zréznicowana
aktywnos¢ specyficzna lipooksygenazy oraz
charakteryzowaly sie zréznicowana zawartoscia
zwiazkéw fenolowych. Aktywnosé lipooksyge-
nazy mierzono spektrofotometrycznie przy dtu-
gosci fali 234 nm. Wzgledna zawartos¢ zwiaz-
kéw fenolowych mierzono przy diugosci fali
280 i 320 nm i wyrazano jako stosunek
OD3,0/OD,gp. Stabilnos¢ lipooksygenazy mie-
rzono po 7 dniach przechowywania w -18°C.
Nie obserwowano inhibicyjnego wpltywu zwiaz-
koéw fenolowych ekstrahowanych wraz z lipo-
oksygenaza na aktywnos¢ enzymu.

on native lipoxygenase activity
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Lipoxygenase extracts were obtained from
pumpkin seeds using 10 selected extraction
solutions. Extracts were characterized by varied
specific activity of lipoxygenase and phenolic
compounds content . Lipoxygenase was assayed
spectrophotometrically at 234 nm wavelength.
Relative phenolic compounds content was
measured at 280 and 320 nm wavelength and
expressed as the ratio ODg3p/ODygg. Stability
of lipoxygenase activity in crude extracts was
determined after seven-day storage at temperature
—18°C. In our investigation we did not find the
inhibitory effect of phenolic compounds
extracted together with lipoxygenase on the
enzyme activity.

Wstep

Lipooksygenaza (E.C. 1.13.11.12) Kkatalizuje reakcje utleniania kwaséw

tluszczowych zawierajacych strukture cis, cis 1,4-pentadienowa. W wyniku reakcji
katalizowanej przez lipooksygenaze powstaja wodoronadtlenki kwasow ttusz-
czowych, ktdre ulegaja dalszym przemianom na drodze zaréwno enzymatycznej,
jak 1 nieenzymatycznej (Eskin i in. 1979). Wodoronadtlenki i produkty ich
degradacji moga wchodzi¢ w interakcje z biatkami, peptydami oraz amino-
kwasami. Produkty powstate w wyniku reakcji katalizowanej przez lipooksygenaze



610 Ewa Kubicka ...

ksztattuja w sposéb istotny cechy organoleptyczne produktu i powoduja obnizenie
jego wartosci odzywczej (Gardner 1979).

Lipooksygenaza wystepuje powszechnie w krolestwie roslinnym, a jej
aktywnosci w nasionach roslin oleistych bogatych w wielonienasycone kwasy
tluszczowe bedace substratem dla enzymu nalezy poswieci¢ szczeg6lna uwage.
Nasiona roslin oleistych sa znane z wysokiej zawartosci zwiazkéw fenolowych
— gtdéwnie kwaséw fenolowych (Sosulski 1979) uwazanych za silne naturalne
przeciwutleniacze, tak wiec aktywnos¢ enzymu nasion roslin oleistych nalezatoby
rozwaza¢ w kontekscie tych zwiazkéw. Przeciwutleniajace wiasciwosci zwiazkow
fenolowych sa badane w spos6b intensywny, a w wielu badaniach udowodniono,
ze moga one wywiera¢ inhibicyjny wptyw na lipooksygenazg (Macarone i in. 1995;
Kohyama i in. 1997; Hayase, Kato 1984).

Z przegladu literatury wynika, ze wptyw zwiazkéw fenolowych nasion dyni
na aktywnos¢ natywnej lipooksygenazy nie zostat dotychczas zbadany.

Celem naszych badan byto sprawdzenie czy ekstrahowane z dyni zwiazki fe-
nolowe razem z lipooksygenaza wykazuja inhibicyjny wptyw na aktywnos¢ enzymu.

Material i metody

Material

Nasiona dyni pochodzity Centrali Nasiennej w Olsztynie. Nasiona zostaty
obtuskane i odttuszczone zimnym acetonem (—18°C).

Ekstrakty enzymatyczne

Ekstrakty enzymatyczne przygotowano z materiatu odttuszczonego acetonem
stosujac nastepujace mieszaniny ekstrakcyjne w stosunku 1:10 (w/v) (Gambor,
Zalik 1958; Leoni i in. 1991; Price 1993; Khalyafa i in. 1990):

Mieszanina ekstrakcyjna:

la 0,2 M bufor fosforanowy, pH 7,0 z dodatkiem 1% (w/v) BSA (albuminy
surowicy krwi wotowej), 1% (w/v) PVP (poliwinylopirolidyny), 1% (v/v)
Tritonu X-100

2a 0,2 M bufor fosforanowy o pH 7,0 z dodatkiem 1% (w/v) BSA, 1% (w/v)
PVP, 1% (v/v) Tritonu X-100, 0.01 M Na,S,0s

3a 0,2 M bufor fosforanowy, pH 7,0 z dodatkiem 0,01 M Na,S,05

4a 0,2 M bufor fosforanowy, pH 7,0 z dodatkiem 0,01 M Na,S;0s, 1% (v/v)
Tritonu X-100
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5a 0,2 M bufor fosforanowy, pH 7,0

1b 0,2 M bufor octanowy, pH 5,0 z dodatkiem 1% (w/v) BSA, 1% (w/v) PVP,
1% (v/v) Tritonu X-100

2b 0,2 M bufor octanowy, pH 5,0 z dodatkiem 1% (w/v) BSA, 1% (w/v) PVP,
1% (v/v) Tritonu X-100, 0,01 M Na,S,0s

3b 0,2 M bufor octanowy, pH 5,0 z dodatkiem 0,01 M Na,S,0s

4b 0,2 M bufor octanowy, pH 5,0 z dodatkiem 0,01 M Na,S;0s, 1% (V/v)
Tritonu X-100

5b 0,2 M bufor octanowy, pH 5,0

Ekstrakcje prowadzono przez okres 1 godziny w temperaturze 0-4°C
z mieszaniem w odstgpach 10 minutowych. Nastgpnie mieszaning wirowano przy
24000 x g przez 20 minut. W uzyskanym supernatancie stanowiaCy surowy
ekstrakt mierzono aktywnos¢ lipooksygenazy. Kolejnego pomiaru aktywnosci
dokonano po tygodniu przechowywania surowych ekstraktéw w atmosferze azotu
w temperaturze —-18°C.

Zawartos¢ zwigzkow fenolowych

Wzgledna zawartos¢ zwiazkdéw fenolowych zostata oznaczona przez pomiar
gestosci optycznych przy dtugosci fali 280 i 320 nm (spektrophotometr DU 7500,
firmy Beckman). Wyniki wyrazono jako stosunek gestosci optycznej zmierzonej
przy dtugosci fali 320 nm do gestosci optycznej zmierzonej przy dtugosci fali
280 nm (OD,, /OD

280)'

Oznaczenie zawartosci biatka

Zawartos¢ biatka w surowych ekstraktach oznaczono metoda Bradforda
(Bradford 1976). Do wyznaczenia krzywej standardowej jako biatka wzorcowego
uzyto albuminy surowicy krwi wotowej BSA (Sigma) w zakresie stgzen
od 0 do 100 pg/ml.

Oznaczenie aktywnosci lipooksygenazy

Oznaczenie aktywnosci lipooksygenazy poprzedzono przygotowaniem
emulsji substratu i mieszaniny reakcyjnej.

Emulsja kwasu linolowego (substrat) zostata przygotowana metoda Surrey'a
(1964) w modyfikacji Shiiba'y i in. (1991) w atmosferze azotu z 0,1 ml kwasu cis,
cis-9,12-oktadekadienowego, 2,5 ml 0,05 M buforu octanowego pH 7,0, 0,12 ml
Tween 20 i 0,32 ml 1,0 M roztworu NaOH. Po sporzadzeniu emulsji jej objetos¢
byta uzupetniana do 50 ml 0,05 M buforem octanowym, pH 7,0.
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Mieszanina reakcyjna zawierata 2,5 ml buforu octanowego pH 5,0, 0,09 ml
emulsji substratu i 0,01 ml surowego ekstraktu. Aktywnos¢ lipooksygenazy
oznaczono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 234 nm w temperaturze 25°C
wedtug metody Zimmermana i Vick'a (Zimmerman, Vick 1970). Za jednostke
aktywnosci enzymu przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra powodowata przyrost
absorbancji o jedna jednostk¢ w czasie jednej minuty. Wyniki podano w prze-
liczeniu na aktywnos¢ specyficzna lipooksygenazy (J.A./mg biatka).

Wyniki i dyskusja

Stosujac wybrane mieszaniny ekstrakcyjne uzyskano ekstrakty o zrézni-
cowanej aktywnosci specyficznej lipooksygenazy od 0,22 + 0,016 (mieszanina 3b)
do 6,33 + 0,097 (mieszanina 4b) J.A./mg biatka (tab. 1). Uzyskane ekstrakty
enzymatyczne charakteryzowaty sie zréznicowana stabilnoscia enzymu podczas
przechowywania (tab. 1). Wzgledna zawartos¢ zwiazkéw fenolowych wyrazona
jako OD3,0/ODyg byta takze zréznicowana w ekstraktach. Najnizsza wzgledna
zawartos¢ zwiazkéw fenolowych (ODs3y/OD,g = 0,22) wykazywat ekstrakt 5b,
natomiast najwyzsza (ODsy/OD,g = 0,56) ekstrakt 4b (tab. 2). Stosujac analize
metoda regresji stwierdzono statystycznie istotna (R = 0,8583, o = 0,01) zaleznos¢
miedzy aktywnoscia specyficzna lipooksygenazy a wartoscia OD3zy0/ODogq (rys. 1).
Ekstrakty o wysokiej aktywnosci specyficznej lipooksygenazy charakteryzowaty
sie wysoka wzgledna zawartoscia zwiazkow fenolowych, a te o niskiej aktywnosci
enzymatycznej charakteryzowaty sie niska wzgledna zawartoscia zwiazkow
fenolowych, tak wiec nie stwierdzono inhibicji specyficznej aktywnosci lipo-
oksygenazy przez natywne zwiazki fenolowe ekstrahowane wraz z enzymem.
Aktywnos¢ lipooksygenazy w ekstraktach uzyskanych wydaje sie by¢ raczej
zalezna od czynnikéw chemicznych niz od zwiazkéw fenolowych. Uzyskane
wyniki moga jednakze sugerowa¢ wplyw zwiazkdw fenolowych na aktywnosé
enzymu, poniewaz najwyzszy spadek aktywnosci specyficznej lipooksygenazy
podczas przechowywania obserwowano w ekstrakcie enzymatycznym charakte-
ryzujacym si¢ wysoka zawartoscia zwiazkéw fenolowych (4b). Uzyskane
w powyzszych badaniach wyniki nie sa zgodne z wczesniej uzyskanymi wynikami
dotyczacymi zwiazku miedzy zawartoscia zwiazkéw fenolowych i aktywnoscia
natywnej lipooksygenazy nasion stonecznika (Kubicka i in. 1999).
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storage in temperature —-18°C

Tabela 1
Specyficzna aktywnosé lipooksygenazy w surowych ekstraktach enzymatycznych z nasion
dyni po ekstrakcji i po 7 dniach przechowywania w temperaturze —18°C — Lipoxygenase
specific activity in crude extracts from pumpkin seeds after extraction and after seven-day

Mieszanina ekstrakcyjna
Extraction mixture

Aktywnos¢ specyficzna lipooksygenazy [J.A./mg protein]
Specific activity of lipoxygenase [A.U./ mg protein]

po ekstrakcji — after extraction

po 7 dniach przechowywania
after seven-day storage

la
2a
3a
4a
5a
1b
2b
3b
4b
5b

613

2,06 + 0,070
3,33+0,210
1,36 + 0,166
4,84 +0,133
1,70 + 0,070
1,72+ 0,074
3,48 + 0,307
0,22+ 0,016
6,33 + 0,097
1,06 + 0,073

1,61+0,074
3,08 + 0,0748
2,09 + 0,029
5,09+ 0,190
1,59+ 0,071
1,04 + 0,127
2,48 + 0,210
1,61 + 0,106
0,71 4+ 0,045
0,31+ 0,048

for crude extracts

Tabela 2
Gestos¢ optyczna przy dtugosci fali 280 nm i 320 nm oraz stosunek OD35/OD,gq SUrowych
ekstraktéw enzymatycznych — Optical densities at 280 and 320 nm and ODs,,/ODyg ratio

la 29,39 + 0,859 9,67 + 0,097 0,33
2a 30,26 + 1,614 10,51 + 0,186 0,35
3a 25,01+ 0,528 7,45+ 0,230 0,30
4a 54,68 + 0,749 27,65 + 0,426 0,51
5a 22,77 + 0,484 7,02 + 0,187 0,31
1b 18,40 + 1,165 8,73+ 0,541 0,47
2b 24,19 + 1,323 10,98 + 0,906 0,45
3b 12,93 + 0,194 3,24+ 0,033 0,25
4b 35,03 + 1,265 19,53 + 0,538 0,56
5b 10,51 + 0,266 2,32 + 0,033 0,22
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Rys. 1. Zalezno$¢ miedzy aktywnoscia specyficzna lipooksygenazy w surowych ekstraktach
enzymatycznych po ekstrakcji i zawartoscia zwiazkéw fenolowych — Relationship between specific
activity of lipoxygenase in crude extracts after extraction and relative content of phenolic compounds

Przeciwutleniajace wiasciwosci zwiazkdéw fenolowych byly przedmiotem
licznych badan. Obserwowano inhibicjg lipooksygenazy nasion soi przez zwiazki
przeciwutleniajace (Macarone i in. 1995). Wykazano, ze ekstrakt zawierajacy
zwiazki fenolowe z oliwek wykazywat silnie inhibicyjny wplyw na lipooksygenaze
(Kohyama i in. 1997), a aktywnos¢ czesciowo oczyszczonej lipooksygenazy nasion
soi byla hamowana przez zwiazki fenolowe ekstrahowane z grochu i soi (dane
niepublikowane).

Whioski

Zwiazki fenolowe ekstrahowane z nasion dyni wraz z enzymem nie
wywieraja inhibicyjnego wptywu na enzym. Aktywnos¢ lipooksygenazy wydaje
si¢ by¢ raczej zalezna od sktadu chemicznego roztwordw ekstrakcyjnych.
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Conclusions

Phenolic compounds extracted from pumpkin seeds together with the enzyme
do not effect the activity of the enzyme in inhibitory way. The lipoxygenase
activity appears to be dependent rather on chemical reagents used in extraction
mixtures than on phenolic compounds.
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