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A lipoxigenazok izoenzim osszetételének valtozasai a novényekben.
10. A kiilonhozo diofajtak (Juglans regia L.)
avasodasi hajlamanak vizsgalata biokémiai madszerekkel
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OSSZEFOGLALAS

A kiilonboz6 diofajtak terméseit betakaritds utén természetes €s
mesterséges koriilmények kozott szaritottuk, majd a kiilsnbozd di6-
bél mintak biokémiai paramétereit és avasodasi hajlamat vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a vizsgélt didfajtdk betakaritds utdn termé-
szetes koriilmények kozott, illetve mesterséges koriilmények kozott,
emelt hémérsékleten (35 °C) vald szaritidsa némileg megvaltoztatja
ugyan a diéfajtak lipoxigendz és a peroxidaz aktivitasat, illetve a vi-
selkedésiiket az intenziv peroxidacios tesztben, de ez a valtozis nem
olyan mértékil, amely a mesterséges koriilmények kozott szaritott
diok gyorsabb avasodasahoz, azaz mindségromlasahoz vezetne.

Kulcsszavak: didbél, biokémiai paraméterek, avasodds, lipoxi-
gendz, peroxidaz

SUMMARY

Fruits of different walnut (Juglans regia L.) cultivars were dried
post harvest under natural and artificial conditions and then the bio-
chemical parameters and the propensity for rancidification of differ-
ent walnut kernels were studied. We found slight changes in the ac-
tivity of lipoxygenase and peroxidase of walnut cultivars dried under
natural circumstances and artificial conditions at elevated (35 °C)
temperature and in their behaviour in the intensive peroxidation test,
but these changes were not enough to cause a strong rancidity or qual-
ity deterioration in walnuts dried under artificial conditions.

Keywords: walnut, biochemical parameters, rancidification, li-
poxigenase, peroxidase

ZUSAMMENFASSUNG

Friichte von verschiedenen Walnuss Arten wurden nach der Ern-
te unter natiirlichen und kiinstlichen Umstidnden getrocknet und die
biochemische Parameter und Ranzensneigung der verschiedenen

NuBkernmuster gepriift. Es wurde gefunden, dass die Trocknung bei
35 °C, beide die natiirliche und auch die kiinstliche, die Lipoxigenase
und Peroxidase Aktivitit einigermafen verdnderte, aber die kiinstlich
getrockneten Nufimuster wurden nicht schneller ranzig.

" Schliisselwirter: NuBkern, biochemische Parameter, Ranzigkeit,
Lipoxigenase, Peroxidase

Bevezetés

A héjastermésii gytimolesok két legnépszertibb képviseldje
a di6 (Juglans regia L.) és a mandula (Prunus amygdalus).
A kiilonb6z6 mandulafajtdk és a beldliik készitett marcipan
vizsgalataval korabban mar foglalkoztunk [1]. A didfanak
majdnem minden porcikéjat felhasznaljak. Téaplalkozasi szem-
pontbol a diobél a legértékesebb, amely értékes tapanyagokat,
vitaminokat és asvanyi anyagokat tartalmaz. Olajtartalma
nagy — mintegy 50%, kénnyen avasod6 olaja nem csak 73%
linolsavat tartalmaz, hanem linolénsav-tartalma is emlitésre
méltd. A didolaj, amelynek enyhe fényvédd hatdsa is van, a
hajolajok fontos komponense. A z61ddi6 olajos kivonatét haj-
erésitének hasznaljédk. A dié csersavban és illdolajokban gaz-
dag levelének forrazatat kiilséleg lemosasra, bérpanaszokra, a
pattanésos bdr kezelésére, valamint a haj szinének sotétitésére
hasznalhatjék [2].

A kiilonboz6 didfajtak terméseit betakaritds utan termé-
szetes és mesterséges korillmények kozott szaritottuk, majd
a kiilonb6zd diobél mintdk biokémiai paramétereit és élel-
miszeripari felhasznalhatsagat tanulmanyoztunk. Most az
avasodasi tulajdonsdgok vizsgalatdval kapcsolatos eredmé-
nyeinket mutatjuk be.
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[smert az, hogy a ndvényeket érinté stresszhatasok (ilyenek
a betakaritas és a tdrolas koriilményei is) sok esetben az oxigén
koncentracid karos mértékli novekedésével, ennek kovetkezté-
ben az avasodési folyamatok gyorsuldsaval jarnak. A novényi
szervezetekben tobb olyan enzimrendszer miikodik, amely
képes a nem kivanatos oxigénfelesleget elreagaltatni, érthetd
modon ezek aktivitasa stresszhatéskor jellemzé modon meg-
néhet [3]. Az ilyen médon megndvekedett aktivitast enzimek
koziil a harom legfontosabb a peroxidaz, a polifenol-oxidaz és
a lipoxigenaz [4].

Azonban hamarosan nyilvanvalova valt, hogy a vizs-
galt diofélék polifenol-oxiddz aktivitdsa elhanyagolhatdan
kicsiny, ezért munkédnk sordn a vizsgélt didfajtdk peroxidaz
(POX) és lipoxigenédz (LOX) aktivitasi értékeit, valamint per-
oxid-szdmmal jellemezheté avasodasi hajlamat, illetve ezek
antioxidansokkal valé befolydsolhatésagat tanulméanyoztuk.
Kutatdsunkban nem csak a mas, novényi eredetili élelmiszer
alapanyagok lipoxigendz Osszetételének tanulmanyozisa
soran szerzett kordbbi tapasztalatainkat hasznéltuk fel, hanem
azokat is, amelyeket az intenziv peroxidacids teszt kidolgo-
zésa [5] soran nyertiink.

Vizsgalati anyagok és modszerek

A vizsgéalatok sordn alkalmazott vegyszerek és olddsze-
rek SIGMA termékek voltak. A vizsgélt, hazai nemesitési
di6fajtakat az Erdi Gyiimoles- és Disznovénytermesztési
Kutato- Fejlesztd Kht. Erd-Elvira majori Kisérleti Telepén
termesztették. A frissen sziiretelt di6 még 30—40% vizet tartal-
nazott. A természetes koriilmények kozott szaritott (szarado)
diokat jol szelloztetett, nem fiitstt helyiségben, tobbszori atfor-
gatassal tartottuk sulyallandosagig (kb. két hét), ez az ideélis-
nak tekinthetd 10-12% viztartalmat jelentette. A mesterséges
kortilmények kozott a didkat didszéritéban széritottuk (35 °C
hémérsékletii levegd kb. 55-60 o6ra hosszat tarté befiivata-
saval) ugyancsak 10-12% viztartalomig. Az egyes diofajtak
nevét a tovabbiakban roviditve hasznaljuk (7. tabldzat). A ter-
mészetes koriilmények kozott széritott didk nevéhez a ,,Nat”,
a mesterséges koriilmények kozott szaritott diok nevéhez az
57" jelzést illesztettiik.

1. tablazat: A vizsgalt diofajtak roviditésjegyzéke

A diofajta neve Rovidités
Milotai 10 M 10
Milotai kései M kései
Milotai 10 37 M 1037
Milotai bétermd M bétermd
Alsészentivani 117 All7
Alsoszentivani kései A kései
Bonifac Bonifac
Tiszacsécsi 83 T83

Az enzimaktivitasi mérésekhez a kiilonbozé didfajtédk dio-
belét megéroltiik, homogenizaltuk, majd a korabbi gyakorlat-
nak megfelelden [1] olyan 0,05 mél trisz-acetét pufferrel (pH
8,20) extrahaltuk, amely 0,38 mol szacharézt és 0,02 mél kal-
cium-kloridot tartalmazott (100 mg ml™). Valamennyi mérési
eredményiinket a szaritott di6 tomegére (g) vonatkoztatva
adtuk meg. Bemutatott eredményeinket két parallel mintave-
telbé] és mintanként harom parallel mérés 4tlagdbol szamoltuk
ki, az eredmények szérasa £5% volt
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A diomintak peroxid-szam (PO-szam) meghatarozaséhoz
az irodalmi el6iratot [6] a kordbbi tapasztalataink alapjan [1]
madositottuk. A kordbban dltalunk kidolgozott intenziv peroxi-
décios tesztnek [7] megfelelden a 100 mg frissen 6rolt diobé]
mintédkat 20 ml térfogatt, nyitott tivegedényben, infraldmpa
alatt, 40 °C hémérsékleten, harom napig kezeltitk. A minték-
bél a lipid-hidroperoxidokat ecetsav és diklor-etan 1:1 ardnyu
elegyével (5 ml) 1 percig tartd dorzsoléssel, ezutan 4 percig
tart6 razogatassal oldottuk ki, az elegyhez elébb 0,10 ml 50%
toménységii kdlium-jodidot, majd 5 perc rdzogatds utan 5 ml
ionmentes vizet adtunk. A lipid-hidroperoxidok hatésara kelet-
kezett jod mennyiségét, 1% toménységii keményitd oldat indi-
kator jelenlétében, natrium-tioszulfat mérdoldatos (0.05 mol)
titralassal hataroztuk meg. A PO-szém a 100 g szaritott dioban
1évo lipid-hidroperoxidokbdl a kalium-jodid 4ltal felszabadi-
tott jod mennyisége grammban kifejezve [6].

A frissen készitett kivonatok (100 mg ml™") LOX aktivi-
tasat és annak pH fliggését a legelterjedtebb irodalmi mod-
szerrel [8], a lipid-hidroperoxidok kettds kotésének 234 nm
hullamhosszndl mért abszorbancia véltozasanak segitségével
hatdroztuk meg. A lipoxigendzok pH fiiggésének vizsgalata-
hoz az alébbi puffereket hasznaltuk: 0,05 mol trisz-acetat puf-
fer (pH 4,5-6,1), 0,05 mdl kalium-foszfat puffer (pH 6,3-7,3),
0,05 mol natrium-borat puffer (pH 7,5-9,3). Az aktivitasmé-
résekhez hasznalt vizes linolsav szubsztrat oldat linolsavat
(0,008 mol), TWEEN 20 emulgeatort (0,25%) és natrium-hid-
roxidot (0,01 mol) tartalmazott 0,05 mol trisz-acetat pufferben
(pH 9,20). A lipoxigenazok aktivitasat az aldbbi dsszetételii
reakcidelegyben hatdroztuk meg: linolsav szubsztrat oldat
(0,025 ml), didkivonat (0,025 ml) a megfelel6 pufferben
(1,25 ml). Az irodalom szerint [8] az 1 ml reakcidelegyben
1 perc alatt bekdvetkezd egységnyi abszorbancia valtozas
tekinthetd az enzim aktivitds egységének (U). A LOX aktivi-
tast 1 g szaritott didra vonatkoztatva adtuk meg.

A kivonatok POX aktivitasat irodalmi mddszerrel [9] mér-
tiik, hidrogén-donorként o-dianizidint alkalmaztunk. A POX
aktivitasmérésének reakcioelegye a kivonaton (0,02 ml) kiviil
o-dianizidint (0,41 m mal) és hidrogén-peroxidot (1,84 m mol)
tartalmazott 0,1 mol nétrium-acetdt pufferben (pH 5,1)
(1,0 ml). A reakcidelegyek abszorbancia-valtozasat 438 nm
helyett, technikai okokboél 430 nm hullimhosszon mértiik.
Az 1 ml reakcidelegyben, 1 perc alatt elreagéld hidrogén-per-
oxid molekuldk szamét (LLmol) tekintettiik a peroxidaz aktivitas
egységének (U), erre az o-dianizidin abszorpcioés koefficiensé-
nek segitségével kovetkeztettiink (€ = 7,32 ml pmol™).

A vizsgalati eredmények megvitatasa,
értékelése

A di6bél és a didolaj akér élelmiszeripari, akar kozmeti-
kumokban valé felhasznalasét illetéen az egyik alapkérdés a
di6 mint alapanyag avasodasi tulajdonsdgainak megismerése,
mert ezek alapjén torekedhetiink az avasodasi hajlam mérsék-
lésére megfeleld feldolgozasi technolégia segitségével és/vagy
antioxidans anyagok adagolasaval.

A dio6fajték avasodasi hajlamat korébbi gyakorlatunknak
me,:gfeleléen [1] a didk lipid-peroxidaciéjanak részletes tanul-
m'anyozéséval kivantuk jellemezni. A lipid-peroxidaci6 vizs-
gélatéra korébban egy olyan gyors tesztet [7] dolgoztunk ki
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(intenziv peroxidacios teszt, IPT), amely infralampa és emelt
hémérséklet (3555 °C) alkalmazasaval a vizsgalt anyag €s a
levegd kolesonhatasat meggyorsitotta, lehetdvé tette a kezelés
és a mérés egy edényben (one-pot-system) vald elvégezését,
valamint amelynek segitségével a lipid-peroxidaciét gyorsito,
illetve lassito hatisok egyarént gyorsan és reprodukélhatéan
vizsgalhatdak voltak.

Kordbban, a levegd oxigénjére sokkal kevésbé érzékeny
mandulabél lipid-peroxidacidjanak vizsgalatakor [1] els6sor-
ban kinetikai méréseket végeztiink, mert ezek linedris jelle-
gébél a mintdk avasodasi hajlamara tudtunk kovetkeztetni.
Ugyanis a lipid-peroxidacié kezdeti szakdszaban keletkezd
lipid-hidroperoxidok koncentracijanak novekedése idével
csokken — jelezve, hogy meggyorsultak azok a bomlasi folya-
matok, amelyek nagy jelent6ségiiek az avasodds minéségronto
hatésanak kialakuldsaban.

A PO-szam valtozasait a mar kordbban [7] is alkalma-
zott AC-értékekkel is kifejeztiik, amely a mérési eredmények
konkrét értékétdl fiiggetleniil jellemz6é a lipid-peroxidacio
valtozasara. Az AC-érték, azaz aktivalasi tényezé (activation
coefficient) a kiilénb6zd idépontokban mért peroxid-szam €s
a minta eredeti, a vizsgalat kezdetekor mért peroxid-szama-
nak hanyadosa. A diéminték esetén az elévizsgalatok alapjan
megelégedtiink a kotott ideji, haromnapos vizsgalatokkal.
A természetes koriilmények kozott szaritott didfajtak atlagolt
AC-értékeinek kinetikai vizsgalata ugyanis azt mutatta, hogy a
valtozas harom napig megkozelitden linearis (1. dbra).

A peroxid-szam AC-értéke

0 f f I
0 1 2 3

Tarolasi idd (nap)

1. Gbra: A természetes koriilmények kozott szaritott diéfajtak atlagolt
AC-értékeinek
(PO-sz&m a kezelés utan/PO-szam a kezelés el6tt) alakuldsa az intenziv
peroxidacios teszt koriilményei kozott (3 nap, 40 °C)

A kiilonboz6 élelmiszeripari alapanyagok emelt hdmérsék-
leten vald széritdsa esetében altalaban szamitani kell a lipid-
peroxidéciés hajlam ndvekedésére. Tehat a kénnyen avasodo
olajkomponenst tartalmazé dié esetében alaposan meg kellett
vizsgalnunk, hogy a mesterséges széritasi koriilmények nem
noévelik-e meg a diobél avasodasi hajlandéségat. Eredménye-
inket a 2. tdbldzatban foglaljuk dssze, amelyben nem csak
a kezelés kezdetén és végén mért PO-szdmokat, hanem az
AC-értékeket is feltlintettiik.

Az intenziv peroxidacios tesztben egyes diofajtak kozott
mar a vizsgalatok el6tt is voltak bizonyos eltérések, a

2. tabldazat: A vizsgilt diéfajtak PO-szdma (g jod szdritott dio 100 g') és
AC-értéke (PO-szdm a kezelés utan/PO-szam a kezelés elétt)

—_— PO-szam a PO-szdm a kezelés L
Dibfajta | o lés el6tt | utdn (3 nap,40°c) | ACErtek
M 10 Nat 0,83 6,56 7,90
M 10 Sz 0,95 6,65 7,00
M kései Nat 1,02 3,26 3,20
M kései Sz 127 3,30 2,60
M 10 37 Nat 08 | 2,58 2,90
M 1037 Sz 1,02 2,75 2,70
Mbétermé Nat |~ 0,76 2,84 4,00
A 117 Nat 0,64 1,34 2,09
All7Sz 1,02 1,67 2,00
A kései Nat 1,14 7,64 6,70
A kései Sz 1,40 8,08 6,50
Bonifac Nat 0,76 1,67 2,20
Bonifac Sz 0,89 1,87 2,10
T 83 Nat 0,76 1,98 2,60
T83Sz 0,83 2,11 2,54

PO-szamok 0,64 és 1,40 kozott valtoztak. A hiaromnapos,
40 °C hémérsékleten elvégzett, infraldmpés intenziv kezelés
utan a PO-szamok megnovekedtek a 1,34-9,08 értékekig.
Altalaban a természetes koriilmények kozott szaritott didk
kezelés eldtt mért PO-szdma némileg kisebb volt, viszont a
minték a kezelésre valamivel hevesebben reagaltak, mint a
mesterségesen széritott egyedek. Ez az oka annak, hogy a ter-
mészetesen szaritott diok AC-értéke ugyan valamivel nagyobb
volt, de a kezelés végén mért PO-szamok éltaldban nem kiilén-
boztek jelentdsen a kétféle modon széritott didk esetében. Ez
azt jelenti, hogy a mesterséges koriilmények kozott szaritott
diofajtak esetében sem kell fokozott avasodasi hajlamto] tar-
tanunk.

Megvizsgaltuk, hogy a természetes koriilmények kozott
szaritoit diomintak AC-értékeit mennyire csdkkentik egyes, az
intenziv peroxidacios teszt soran alkalmazott adalékanyagok,
amelyekbél 20 mg mennyiséget dolgoztunk 6ssze a 100 mg
6rolt diobéllel a kezelés elbtt. A kdzismerten antioxidans hatdst
a-tokoferol az AC-értékeket atlagosan az eredeti 30-45 széza-
lékara csokkentette. Két, eddig kevéssé vizsgalt izoflavonoid
szarmazékot is teszteltiink, a szintetikus eredeti 7-hidroxi-
izoflavont, valamint a természetben is eléfordulo, de szinteti-
kusan is el6allithaté geniszteint. Ez a két vegyiilet kevésbé volt
hat4sos. A 7-hidroxi-izoflavon 70-80, a genisztein pedig 75-85
szézalékéra tudta az AC-értékeket csokkenteni. Ez azt jelenti,
hogy a flavonoidokhoz [10] hasonléan az izoflavonoidok is
csak korlatozottan alkalmazhatodk antioxidansként.

A természetes és mesterséges szdritds diobélre gyakorolt
hatdsanak értékeléséhez a lipid-peroxidaciéban kozvetleniil
résztvevd enzim, a LOX aktivitasara gyakorolt hatast is vizs-
galnunk kellett. Ez a vizsgélat szolgéltathatott ugyanis infor-
szerepét jatszanak az autooxidéaciés és milyent a LOX Kkatali-
zalta oxidacios folyamatok. A LOX izoenzimek a tobbszoro-
sen telitetlen zsirsavak oxigén felvételét katalizaljak, e reakcio
soran lipid-hidroperoxidok keletkeznek, amelyek oxidativ deg-
radacidja vezet az avasodashoz, a rovid szénlancu, kellemetlen
szagu oxo-vegyiiletek keletkezéséhez [8]. Ugyanakkor oxigén
jelenlétében a lipid-peroxiddcié spontdn modon, kémiai Gton
is végbemehet.
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A LOX izoenzimek szdmos tulajdonsdgukban, igy akti-
vitasuk pH optimumaban és aktivdlhatésdgukban jelentésen
kiilonbozhetnek egymastdl [8]. A LOX izoenzimek a LOX
aktivitas pH fiiggésének vizsgalataval kiilonboztethetdk meg,
és a pH optimum szerint jelslhetdk. Korabban részletesen fog-
lalkoztunk a LOX izoenzimek aktivitisanak és dsszetételének
valtozasaival, valamint azzal, hogy a LOX izoenzim sszetétel
mennyire lehet jellemzd az egyes novények kiilénbozd szer-
veire, illetve alkalmas-e az egyes fajtdk megkiilonboztetésére
[1,3,4]. A vizsgalt diéfajtak LOX izoenzim sszetételére azon-
ban az egységesség volt jellemzd. A vizsgalt di6fajtdk LOX
aktivitasanak pH fliggését atlagolt abran mutatjuk be (2. dbra).
Ennek alapjan dontdttiink ugy, hogy a széritas koriilményei-
nek a LOX aktivitasra gyakorolt hatdsat csak harom olyan pH
értéken (pH 4,50, 7,70 és 8,50) vizsgaljuk, amelyeknél kiemel-
kedd aktivitast tapasztaltunk.
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“ ) dbra: A természetes koriilmények kozott szaritott diéfajtak atlagolt
LOX aktivitasanak (U szdritott dié g”) alakuldsa a pH fiiggvényében

Valamennyi vizsgalt diéfajtara egységesen jellemz6 volt,
hogy a LOX aktivitas mindhdrom pH értéken kisebb értéket
mutatott a mesterséges koriilmények kozott, emelt hdmérsék-
leten szaritott didk esetében, mint a természetes koriilmények
kozott szaritott diokban. Maguk, az egyes pH értékeknél mért
LOX aktivitas mennyiségek (4,06-154,13 U széritott di6 g™),
valamint ezek csokkenése (a természetes koriilmények kozott
szaritott didban mért LOX aktivitdshoz mint 100 szazalékhoz
viszonyitva, és szazalékban kifejezve a LOX aktivitds 35-87%)
a fajtak és pH értékek szerint meglehetésen eltérd volt.

Az eredmények tendencidja egyértelmiien azt mutatta,
hogy a mesterséges koriilmények kozott, emelt hémérsékleten
szaritott didkban a lipid-peroxidacios teszt kezdetekor mért, a
természetes koriilmények kozott dickban mérteknél valamivel
nagyobb PO-szam adatok a kémiai oxid4ci6 erésebb érvénye-

siilésének koszonhetdk. Viszont az a tény, hogy a mesterséges |

koriilmények kozott szaritott diokban a hdrom napos intenziv
peroxidécids teszt utin mért PO-szam nem sokkal kiilonbozott
a természetes koriilmények kozott szaritott didkétol, csokkent
LOX aktivitdsuknak tulajdonithatd. A mért POX aktivitas érteé-
keknél is hasonlé tendencia érvényesiilt (3. tabldzat).
Megéllapithaté tehéat, hogy a vizsgalt diéfajtdk betakari-
tas utan természetes koriilmények kozott, illetve mesterséges
koriilmények kozott, emelt hdmérsékleten torténd szaritasa
némileg megvaltoztatja ugyan a di6fajtdk lipid-peroxidacios
hajlamét, illetve LOX és POX aktivitasat, de ez a véltozas nem
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olyan mértékii, amely a mesterséges koriilmények kozétt sz-
ritott didk gyorsabb avasodasahoz, azaz minéségromlésahoz
vezetne. A vizsgélt diofajtdk részletes bemutatdséaval, illetve
azok részletes biokémiai vizsgalataval kiilon kozlemények
foglalkoznak.

3. tabld-at: A vizsgilt diofajtak LOX aktivitdsa (U szdritott di6 g™')
kiilonboz6 pH értékeken és POX aktivitdsa (umol perc’ szaritott dig g')

o LOX LOX LOX
Diofajta | mas0) | eH770) | eHss0) | FOX

M 10 Nat 25,69 123,03 48,67 0,56
M 10 Sz 9,46 87,88 35,15 036
M kései Nat 43,26 109,51 20,28 1,10
M kései Sz 35,15 105,46 10,82 0.62
M 10 37 Nat 44,62 187,93 51,38 0.88
M 1037 Sz 40,56 56,78 10,82 0.62
M bétermd Nat 44,62 95,99 59,49 0,47
A 117 Nat 20,28 77,06 20,28 039
All7Sz 12,17 56,78 9,46 028
A kései Nat 63,54 154,13 12,17 147
A kései Sz 50,02 133,85 4,06 0,53
Bonifac Nat 48,67 100,05 10,82 1,33
Boniféc Sz 14,87 94,64 4,06 0.80
T 83 Nat 32,00 120,33 29,74 167
T835Sz 18,93 81,12 12,17 0.43

Kdszonetnyilvinitds

Ezt a kutatdst az OTKA (K63162 sz. kutatasi projekt)
tdmogatta. A kiilonboz6 diéfajtakat az Erdi Gyiimoles- és
Disznovénytermesztési  Kutato-Fejleszté  Kht. Erd-Elvira
majori Kisérleti Telepén termesztették. A szerz6k koszone-
tet mondanak Nogradi Mihalynak a 7-hidroxi-izoflavon €s a
genisztein dtadasaért.
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