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A gabonafélék tarolasa és feldolgozasa soran szdveti enzimei fontos szerepet
jatszanak. A blzaban lev6 lipoxigendz (linoleat: oxigén oxidoreduktaz, E.C.
113.11.12) a tészta reologiai tulajdonsagait elénydsen befolyasolja (3), szerepe
lehet a karotinoidok elszintelenitésében (2()1, valamint az iz- és illat-anyagok kiala-
kitasaban is.

Szubsztratumai a linolsav, a linolénsav és az arachidonsav, altaldban a cisz-
cisz-l,4-pentadiének. Ezek a vegyiletek a reakcid soran allil-helyzetben hidro-
peroxidot tartalmazé cisz-transz-1,3-pentadiénekké alakulnak. A lipoxigenaz
aktivitasat az igy keletkezett, konjugalt kettés kotésli vegylletek UV-abszorp-
cidjanak novekedesi (9), vagy az oxidacio soran felhasznalt oxigén elfogyasi sebes-
ségének mérése alapjan lehet meghatérozni (5). Ismert olyan eljaras is, amely a
hidroperoxidok bomlasakor felszabadul6 oxigént valamely alkalmas H +donorra,
pl. vas(Il) ionokra viszi at és a rodanid-ionok jelenlétében képz6d6 vas(l11)-roda-
nid keletkezési sebességét méri spektrofotometriasan (8).

Cikkiinkben buzakivonatok lipoxigenadz-aktivitasanak mérésére alkalmas
UV-sEektrofotometriés eljarast és néhany, az eljarassal kapott eredményt ismer-
tettink.

Anyagok és modszerek

A méréseinkhez felhasznalt Bezosztaja 1 (B ,1? és Martonvasari 4 (Mv 4) blza-
kat az Orszagos Mez6gazdasagi Fajtakisérleti Allomas Vet6magelosztdja bocsa-
totta rendelkezésiinkre. A mintakat az allomas telephelyén, Tordason termesz-
tették.

A megfelel6 reakcidkorulmények kialakitasara meghataroztuk az enzimki-
vonat, a szubsztratum-koncentracio, a reakciéidé optimalis értékeit. A méréseket
irodalmi utalasok (4, 6, 7) alapjan szobah6mérsékleten, pH 6,9-en végeztiik.

A buzakivonat készitése: az egész szem(i buzat Savaria (Keripar, Szombathely)
tipust daraloberendezéshben megdaraltuk. Ebb6l 20 g-t 5 °C-on 50 cm3 desztillalt
vizzel asztali rdz6gépen 60 percig razattunk. Ezt az ele? et 4 °C-on 20 percig centri-
fugaltuk, 20 000 ford./perc sebesséfg?el (Beckman, Fullerton, California, model J
2-21 centrifuga, rotor: J 20). A felllUszot szlrtik, a meghatarozashoz a szdrlet
(a tovabbiakban enzimkivonat)0,01-0,04cm3£ét hasznaltuk fel, az enzim-aktivi-
tastol fliggben. Az enzimkivonat koncentracidjan a tovabbiakban azt értjiik, hogy
a reakcioelegyben levé kivonat hany g- [100 cm3]- 1 blzanak felel meg.
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A sziibsztralnm-oldat készitése: szubsztratumként linolsavat (cisz-9-cisz-12-ok-
tadekadiénsav; SIGMA grade I, 99%-0s) alkalmaztunk. Az oldatot Lulai és
Baker (6) szerint készitettiik: 0,25 cm3 Tween 20 (polioxietilén szorbitdn mono-
laurat; Sigma) és 5 cm3 leveg6mentesitett boratpuffer (pH 9,0) elegyét nitrogen
ataramoltatasa kozben magneses keverdvei kevertettilk. Cseppenkent 0,25 cnr
linolsavat adtunk hozza. Zavaros oldat keletkezett, amely 1 N nétrium-hidroxid
hatasara kitisztult (kb. 0,6-0,8 cm3. Az oldatot leveg6mentesitett boratpufferrel
(pH 9,0) 50 cm3re higitottuk, majd levegémentesitett desztillalt vizzel terfogatat
100 cm3re egészitettiik ki. A szubsztratumot naponta frissen készitettiik, a felhasz-
nalasig hitészekrényben tartottuk.

A reakcid-elegy kialakitasa: a buzakivonatoknak —fehérje-tartalmuknal fogva
- a spektrofotometrias mérés hullamhosszan (234 nm-en) sajat elnyelésiik van
(értéke 0,200- 0,400). Ezért a méréshez szikséges mennyiségli enzimkivonatot
pH 6,9 foszfatpufferrel 2,98 cm3re kiegészitettiik és erre az oldatra allitottuk be
a spektrofotométer-rést. Ezutan hozzapipettaztuk a 0,02 ¢cm3 szubsztratumot az
oldathoz és meértilk az extinkcidt kiilénboz6 idépontokban (Ej). A reakcidelegy
Osszes térfogata 3 cm3 A iinolsav a leveg6 oxigénje hatdsara is oxidaladik, ennek
mértékét naponta meghataroztuk és korrekcidba vettiik. Ehhez a linolsavat pH
6,9 foszfatpufferrel olyan aranyban higitottuk, mint a reakcidelegyben és a tiszta
puffer-oldattal szembeni extinkcidjat (E2 mértik. Lulai és Baker (6) szerint a mérés
hibas eredményt ad, ha ez az érték meghaladja a 0,04 extinkcid-értéket. Tapaszta-
lataink szerint 0,100 érték a mérési eredményeket csak hibahataron belll valtoz-
tatta. Az E.,-értékeket az Ej-értékekbdl kivonva, kaptuk azt az extinkciéértéket
(OD), amelynek az enzimhatasra bekdvetkezd kezdeti valtozasi sebességével jelle-
meztik az aktivitast (zIOD min-').

Eredmények és kovetkeztetések

Az extinkci6 valtozésa a reakcididével

- Amérési korilmények kozott az extinkci6 a reakci6id6 fuggvényében 3 percig
valtozott linedrisan (1.” abra).

4 szubsztratum-koncentracio és a reakciosebesség kozotti 6sszefiiggés vizsgalata

Mivel ismert (6), hogy a linolsav egyes lipoxigenazok esetében szubsztratuin-
felesleg-gatlast okoz, meghataroztuk azt a szubsztratum-koncentraciot, amely a
blza-lipoxigenazra a legnagyobb reakcidsebességet biztositja. Az enzimkivonat
koncentracioja a reakcioelegyben 0,27% volt. A reakciGelegy szubsztratumtartal-
mat 2,68-10-gmol dm-3és 16,08- 10-s mol dm-3kozétt valtoztattuk dgy, hogy
az adott koncentracioju szubsztratum-oldathol kilonb6zd térfogatokat adtunk
a reakcié-elet};yhez, melynek térfogatat minden esetben 3 cm3re egészitettik ki
6,9-es pH-ju Toszfat-puffer oldattal. A 2. dbra mutatja a reakcidsebesség valtozasat
a szubsztratumkoncentraciéval.

A reakciosebesseg a Iegnagglobb, ha a reakcidelegy 5,4-10~5mdél dm-3 linol-
gg,\aakth etartalmaz. Ezert a tovabbiakban ezt a koncentraciot alkalmaztuk méré-

inkhez.

A legnagyobb reakcidsebességet biztosito szubsztratum-koncentracio értéke
flgg a reakcio-elegy Tween-koncentrécidjatol is (1)- Surrey (9) kisérletei szerint
rrfﬁg]l‘elelc'it aklmolsav: Tween (1:1) vagy 1:15) arany, méreseinkben (1:1) aranyt
alkalmaztunk.
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A reakci6sebesség valtozasa az enzimkoncentraciéval

Meghataroztuk azt az enzimkoncentracid-tartomanyt, amelyben - az adott
mérési korilmények kozott —a reakcidsebesség lineérisan véltozik.

A vizsgalatot két buzafajta kivonataval végeztiik. A reakcio-elegyben a Mar-
tonvasari 4 buza kivonatanak koncentraciéja 0,33%, 0,40% és 0,53%, a Bezosz-
taja 1 buzaé 0,13%, 0,20%, 0,27% és 0,40% volt. A reakcid sebességét a kilon-

boz8 koncentracidju enzimkivonatok esetében a 3. dbra mutatja.

~Avizsgalt tartomanyban a reakcio sebessége az enzimkivonat koncentracio-
javal aranyosan valtozott mind a két blza-minta esetében.

Az aktivitas-meghatarozashoz elfogadott mérési koriilmények

Az eredmények alapjan a buzakivonatok lipoxigenaz-aktivitasat 25 °C-on
Sp 195 tipust spektrofotométeren 234 nm hulldmhosszon 0—3 percig mérjuk.

A reakcio-elegy készitése: 2,96 cm3 pH 6,9 foszfat-puffer oldatot (0,05 mol
dm -3 0,02 cm3enzimkivonattal dsszerazunk és beallitjuk a spektrofotomeéter rését,
majd 0,02 cm3 szubsztratum hozzaadasaval meginditjuk a reakciot. Az oldat
extinkcidjat, 0,5 min-enként mérjik (Ej-értékek). A kapott extinkcio-értékekbdl
levonjuk a 0,02 cm3szubsztratum + 2,98 cm3 pH 6,9 foszfat pufferoldat elegyének
ugyanazzal a pufferrel (pH:6,9) szemben mért extinkcio-értékét (E2. A 0,5 min-
enként mért E”extinkcio-értékek és az E2extinkcid-érték kiildnbségét OD-vel
jeloljuk.
! JAz aktivitas-érték meghatarozdsdhoz harom enzimkivonatot készitink és
minden kivonat OD-értékeit 0,5 min-enként 3 parhuzamosban meghatarozzuk.
Gyakorlott kivitelezd két kivonat készitésével, kivonatonként két parhuzamos
meréssorozattal is kell6 pontossagot érhet el. Az OD-értékeket az id0 fiiggvénye-
ben abradzoljuk. Az enzim-aktivitas kiszdmitasdhoz az igy kapott gorbék linearis
szakaszait hasznaljuk fel. A linearis regresszi6-szamitassal meghatarozott egyen-
letben a fuggetlen valtozg egyiitthatdja adja meg az extinkcio-valtozas (HOD)
sebességét (dimenzidja: HOD-min-1), azaz az enzim aktivitasat. E?(ységnyi akti-
vitasunak tekintjik az enzimet akkor, ha percenként 10-3 extinkcid-valtozast
hoz létre. 1egyseg (E) = 10-3HOD min-1 Az aktivitast a blza tdmegére vonat-
koztatjuk és ajlagos aktivitasnak nevezzik (dimenzidja: HOD min-1g-1).

Peldak a modszer alkalmazasara: A mddszert tobbek kozott 2 evjaratban,
azonos termbhelyen termesztett 2 buzafajta fajlagos lipoxigenaz-aktivitasanak
meghatarozasara alkalmaztuk.

Mérési eredményeinket az 7. tablazatban kozoljik

7. tblazat

Azonos terméhelyr6l szarmazé bazafajtak fajlagos
lipoxigenaz-aktivitas értékei

A buzafajta fajlagos lipoxigenaz-aktivitasa
(Eg™ D)

Az évjarat
Martonvasari 4 Bezosztaja 1
1979 15300+ 420 12 300+600
1980 24 800+ 1000 13 600+200
E = 10“ 3aOD min-1 v = a variaciés koefficiens
v% = 15—49 n==56
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A tablazatbol lathatd, hogy a Martonvasari 4 buza lipoxigenaz-aktivitdsa mind
a kot évjaratban nagyobb, mint a Bezosztaja 1buza lipoxigenaz-aktivitasa. A Be-
zosztaja 1budza lipoxigenaz-aktivitasa a két évjaratban kozel azonos, de a Marton-
vasari 4 blza lipoxigenaz-aktivitasaban jelentds eltérés mutatkozott.

A modszer reprodukalhatésaga igen j6; a variacios koefficiens 1,5-4,9%-nak
adodott.

A buza-lipoxigenaz latszélagos kinetikai allanddinak szamitasa

A szubsztratum-koncentracio — reakcidsebesség gorbéb6l a 0—5,4+ 10-5
mol dm-3koncentracié tartomanyban Lineweaver-Burk szerint szamitottuk a
kinetikai allandékat (4. abra).

A latszélagos Michaelis-allandé (Kmapp) = 3,46-10-4mol dm-3és a maxi-

malis reakciosebesség (KT axapp) = 0,961 .dOD min-1

A kapott mérési eredmenyeinket Osszehasonlitottuk irodalmi adatokkal.

A 2. tablazatban feltintettiik egy gabonafajta, az arpa, €s a legnagyobb lipo-
xigenaz-tartalmd noveny, a szojabab adatait. A reakcio maximalis sebessegét bizto-
sito szubsztratum-koncentréacio értékei a buza és az arpa enzim-kivonatok eseté-
ben kozelit6leg megegyeznek. A szbjabab-enzim esetében (10) 3-10-4mol dm - unél
nagyobb szubsztratum-koncentracioval rendellenességeket tapasztaltak, ezért a
latszolagos Michaelis-allando értékeét a 3-10-4 mol dm~3nél kisebb szubsztratum-
koncentraciotartomany adataibél hataroztak meg.

2. tablazat

A maximalis reakciosebességet biztosito szubsztratum-koncentraciok és a latszolagos Michaelis-
allandok 6sszehasonlitasa kulonbéz6 szarmazésu lipoxigenaz-enzimek esetében

Maximalis reakcidsebességet K
Novény biztosité f:éLrj]kt)rS;tt:lrgtum -kon- mapp Irodalom
mol dm*“ 3 moél dm-3
BUza......... 5,4-10-6 3,46- 10-4
Arpa ... 5,47-10-5 2,44-10-« ((6)
Szojabab .... 3-10'% 2-10-5 10)

A szubsztratum: linolsav.
= a latszélagos Michaelis-allandé

. haromféle ndvényb6l szarmazé enzimkivonatok esetében az enzimeknek
a szu isztratum iranti affinitasa —,amel¥f a_Km-értékkel jellemezhet6 —eltér6, a
egnag\n Jaz arpakivonat enzimének affinitasa a linolsavhoz.



7. dbra
Az enzimkivonat extinkcidjanak (OD) val-
tozésa a_leakcigiddvel (t). Az enzimkivonat
Bezosztaja 1(1979) bazabdl készult, koncent-
racidja a reakcmele?yben 0,27% blzanak
fele
A linolsav- szubsztratum koncentracidja
5¢10—5 mél dm-3. A mérési kortlmények:
pH 6,9, 25 °C (szobah6mérséklet).
regresszms egyenes egyenlete:
0,005+ 0,093 t; r = 0,9992.
A flggbleges vonalak a szérast jelentik.

3. dbra
A reakciosebesség (v) valtozasa az enzim-
kivonat koncentraciojaval (c) .
A szubsztratum-koncentracio = és a mérési
korulmények u. azok, mint az 7. &bran.
Az egyenesek egyenletel
1.v = - 0,001+0,150 cr = 0,9976
(Martonvasari 4 buza)
2.v_= 0,0003+0,367 cr= 09955
Bezosztaja 1 buza
A flgg6leges vonalak a szorast jelolik.

10 20 S110 moledm 1

2.
A reakcmsebesse (v) valtozdsa a linolsav-
koncentracioval
A mérési korulmenyeket 1 az 1 &bran.

A fuggdleges vonalak a szdréast jelélik.

4. d&bra
A szubsztratum-koncentracid (S) és a reakcio-
sebesség (v) reciprok értékeinek osszefliggése
Lineweaver-Burk szerint
Az egyenes megszerkesztéséhez a 2. abran
feltlintetett goérbe felszallo aganak mérési
pontjai szolgalnak alapul.

p—— + 4
Az egyenes egyenlete: " 1,04 + 0,00036 P

r= 0,981 [S] = a szubsztratum-koncentracio

moél dm_3- ban

\% = 0,961 dODmin' 2
max

al
K p:p 3,46-10-4 mol dm-3

Af gFE;P dleges vonalak a szorast jel6lik.
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OMNPEAENEHUNE NVMOKCUIEHA3HOW AKTUBHOCTW MWEHWLbI
77. B. CaHTO0-B. Jl. Bugazo u77. A. Aapchau

TkaHeBble (hepMeHTbI XNe6HbIX 371aK0B MIpaloT BaXKHYK pofib B MpoLiecce
nepepaboTKN N XpaHeHWs NieHuUbl. JIMMOKCUIeHasa B MLUEHWLE MOMOXMUTENbHO
B/SIET HA PeOo/orvyeckune CBOICTBA TecTa, [eiCTByeT Ha 06pa3oBaHMe BKyca W
3anaxa. CyoctpaTbl Uyc-uMc-1,4 neHTafyeHbl, B NPOLecce peakumy B aninioBom
COCTOSHWM NPeobpasytoTca B FMAPONEPOKCHA COAepXallnidi upc-TpaHc-1,3-neHTa-
[vieH. JINHOKCUreHasHYI0 akTUBHOCTb MOXHO YCTaHOBUTb W3 BO3PacTaroLLeil CKo-
pocTn Yd-abcopruHii 06pasyroLLmMXCsa Npy 3TOM COMPSHKEHHbIX COBAVHEHWIA C ABOVA-
HOVi CBA3bHO.

B KauecTBe CyGCTpara asTOPbl MPUMEHSANN JIMHOMEBYIO KUCNOTY, M3MEPeHUs
MpoBOAWAW MPW KOMHATHOW Temmnepatype, npyu pH-6,9. VI3MeHeHWe 3CKTUHKLHM
n3mepann npu 234 mx, crnekTpodotoMeTpom Trna MOM Sp 195, B Kaxable 0,25
MUH. SKCTMHKLMO cy6chaTa OTKOppeKTMpoBan. Tak Kak fIMHONeBas KWUcnota B
C/y4yae HeKOTOPbIX /IMMOKCKUreHa3 TOPMO3WUT 06pas3oBaHWe W3ULLHEro cybetpara,
onpegenun KoHueHTpaumto cy6etpara (5,4 10~5 monb 14Xk -3) 06ecrneynBaroLLyto
CamMyt0 sbicokyto CKOPOCTb peakLuun 1 Ha OCHOBaHUW 3TOr0 NPOBOAUN U3MEPEHNE.
M3 NiMHeapHOro y4yacTka 3aBMCUMOCTM BPEMEHW SKCTUHKLIMM  pacyeToM perpeccum
B OMNpefeseHHOM YpaBHEHWUM KO3h(pMLMEHTA HEe3aBUEHMOIA-NePeMeHHOR, MoKasbl-
BagTHaYa/IbHyt0 CKOPOCTb M3MepeHust IKCTUHKUMN (MOM) (pasmep: SO MUH-1),
TO eCTb (DEPMEHTHYIO aKTUBHOCTb. EfVHMLENA aKTMBHOCTW CuMTann (epMeHT, eciu
OH CO34aBa/T M3MeHeHne IKCTUHKUMM 10-IMuH. PepMeHTHble aKTUBHOCTM OTHEC/M
K 1T BO3MYLUHO cyxoii MLIEHNLE. B Crlyyae COOTBETCTBYIOLLETO PaXuxeHus tep-
MeHTHbIX 3KcTpakToB (0,05-0,5%) CKOpOCTb peakuuy MNpomnopLMOHabHO W3-
MEHSIETCA C KOHLieHTpauyeli (epMEHTHOrO 3KCTpakTa. [aHHblii MeTog NpUMEHsN
AN N3MEPEHN aKTUBHOCTU JIMMOKCUreHasbl 2 COPTOB MLLEHWLb! YpOXKas [ABYX
rofoB M3 MAEHTWUYHbIX NPOW3BOLACTBEHHbIX MAOLLGAEN.

BESTIMMUNG DER L1POXYGENASEAKTIVITAT VOM WEIZEN
V. P.-Szantho; L. V. —Vigydzé and A. P. —Gyarfas

Die Enzyme der Geweben von Getreide Igﬂanzen spielen wahrend der Verar-
beitung und Lagerung eine wichtige Rolle. Die in Weizen vorkommende Lipoxy-
lg(;enase beeinflusst_vorteilhaft die Theologischen Eigenschaften des Teiges, und
ann sogar in der Entwicklung der Geschmacksstoffe und Geruchsstoffe eine Rolle
?lelen Die Substrate dieses Enzyms sind die cis-cis-1,4-Pentadiene, die wéhrend

er Reaktion zu in einer Allyllage Hydroperoxid enthaltenden  cis-trans- 1,3-Pen-
tadienen umgewandelt werden. Die Lipoxygenaseaktivitat ist aus der Erhohun sge-
schwindigkeit der UV-Absorption der auf solche Weise gebildeten und eine kon-
jugierte Doppelbindung enthaltenden Verbindungen bestimmbar.
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Bei den Untersuchungen wurde Linolséure als Substrat verwendet, und die
Messungen wurden bei Raumtemperatur und bei pH 6,9 durchgefiihrt. Die Ande-
rung der Extinktion wurde bei 234 nm mittels eines Spektrophotometers vom
Typ MOM Sp 195 in Zeitintervallen von 0,25 Minuten gemessen, wobei die eigene
Extinktion des Substrates als Korrektion beriicksichtigt wurde. Nachdem die
Linolsdure bei einigen Lipo>3/genasen eine Verhinderung des Substratliberschusses
verursacht, wurde zuerst die die hochste Reaktionsgeschwindigkeit sichernde
Substratkonzentration (54x10-5mol dm-3) bestimmt, und sodann wurden die
Messungen bei dieser Konzentration durchgefiihrt. In der vom linearen Abschnitt
der Funktion Extinktion—Zeit durch Regressionsberechnung ermittelten Glei-
chung ergibt der Koeffizient der unabh&ngigen Variable die Anfangsgeschwindig-
keit der Extinktionsanderung (A OD) (Dimension: zZIOD min-1) d. h. die Aktivitat
des Enzyms. Eine Extintionsdnderung von 10-3 (Minute hervorrufendes
Enzym wurde als ein Enzym von einheitlicher Aktivitat betrachtet. Die Enzym-
aktivitaten wurden auf 1 g lufttrockenen Weizen bezogen. Bei entsprechenden
Verdunnungen (0,05—0,5%) der Enzymextrakte verdnderte sich die Reaktions-
ﬂeschwindigkeit der Konzentration des Enzymextraktes proportioneil. Die Met-

ode wurde unter anderen in zwei Jahrgéngen zur Messung der Lipoxygenaseak-
tivitdt von zwei von der gleichen Gewinnungsstelle erhaltenen Weizensorten ver-
wendet.

DETERMINATION OF THE LIPOXYGENASE ACTIVITY OF WHEAT
V. P .-Szantho, L. V,—Vigyaz6 and A. P.-Gyarfas

The enzymes of the tissues of cereals play an important role during the pro-
cessing and storage of cereals. Lipoxygenase present in wheat influences favourably
the rheological properties of pastes and it may play a role also in the formation
of the flavouring and scent substances. Substrates of this enzyme are the cis-cis-1,4-
pentadienes which are converted in the course of the reaction into cis-trans-1,3-
pentadienes carryin% hydroperoxide in allyl position. The activity of lipoxygenase
can be determined from the rate of increase of the ultraviolet absorption of the
compounds formed in this way which contain conjugated double bonds.

Linoleic acid served as a substrate, the measurements were carried out at
room temperature at pH 6.9. Changes in the extinction values were observed at
234 nm by means of a spectrophotometer of MOM Sp 195 type, at intervals of
0.25 minute. The own extinction of the substrate was taken into account as cor-
rection value. Since linoleic acid causes in case of certain Iipoxxgenases an inhibi-
tion of excess substrate, the substrate concentration ensuring the highest reaction
rate (f).4x10-5mole dm-3 was previously determined and the measurements
were carried out at this reaction rate. In the equation determined from the linear
section of the curve of the extinction plotted against time by means of regression
calculation the coefficient of the independent variable gives the initial rate (of a
dimension: zIOD min-J) of the change of extinction (zIOD) i. e. the actual enzyme
activity. The enzyme possesses unit activity on producing 10- 3minute of extinction
change. Enzyme activities were referred to 1g of airdry wheat. In case of appro-
priate dilutions (0.05-0.5%) of the enzyme extracts the reaction rate varied
proportionately to the concentration of the enzyme extract. The method has been
applied already in two seasons for the measurement of the lipoxygenase activity
of two wheat varieties originating from the same habitat.
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