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Természetes hexénalok eloallitasa biokatalizissel
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1. Bevezetés

A természetes aromak vilagszerte novekvo piacabol kb. 20 —
40 milli6 USD/¢év értéket képvisel a gyiimoleskészitmények
,z0ld” aromaja'. Ennek f6 Osszetevéi illékony aldehidek
— hexanal, cisz-3-hexénal és transz-2-hexénal. Ezek a 6
szénatomos aldehidek eldallithatok ndvényekbdl torténd
extrakcioval, fermentacidval, vagy biokatalitikus uton. Ez
utobbi két 1épésben torténik a megfeleld telitetlen zsirsavbol
kiindulva. Az elsd 1épés, amelyet a lipoxigenaz-1 izoenzim
(Lox-1, linoleat:oxigén oxidoreduktaz, EC 1.13.11.12)
katalizal, a zsirsav hidroperoxidacidja. A masodik 1épésben
a zsirsav hidroperoxidja a hidroperoxid lidz enzim hatasara
egy aldehiddé és egy oxosavva hasad.

A hexénal izomerek -eldallithatok linolénsavbol (cisz-
9,cisz-12,cisz-15-oktadekatriénsav). A  hidroperoxidaciod
soran  eb-bdl 13-hidroperoxi-cisz-9,transz-11,cisz-15-
oktadekatrién-sav (a tovabbiakban 13-HPOT) keletkezik.
Ennek a reakcidonak a ko-szubsztratja a molekularis oxigén.
A masodik [épésben a 13-HPOT cisz-3-hexénallad és 12-
oxo-cisz-9-dodekénsavva hasad’. A cisz-3-hexénal nem
stabil és konnyen izomerizalddik transz-2-hexénalla. Az
izomerizacidé vagy a cisz-3:transz-2-enal izomeraz enzim,
vagy hd hatasara kovetkezik be?.

Munkank célja az volt, hogy a hexénal izomereket, mint
aroma Osszetevoket, olcso ipari nyersanyagbol, lenolajbol,
ndvényi enzimek segitségével allitsuk el6. Ennek érdekében
meghataroztuk a hidroperoxidacido és a hasitasi reakcid
optimalis koriilményeit'. Jelen kézleménylinkben az eljaras
laboratériumi megvalositasarol szamolunk be.

2. Kisérleti modszerek

2.1. Lipoxigenaz-1 izoenzim izoldlasa

Az enzim izolalasahoz petroléterrel zsirtalanitott szdjalisztet
hasznaltunk. A szojalisztet (McCall fajta) a szegedi
Gabonatermesztési Kutatd Kht-tol kaptuk. Az izolalas
az altalunk kidolgozott modszerrel, az alabbiak szerint
tortént®. A szojalisztet tomegére szamolva 5 térfogat 0,05
M ecetsavval, mechanikus kevertetés mellett 1 ordig 0
— 5 °C- on extrahaltuk. A szuszpenziot centrifugaltuk (4500
g, 40 perc). A felilaszot 5 percig 70 °C-on hékezeltiik,
majd lehttottiik. Ezutan a kapott szuszpenziot 20 °C-on
centrifugaltuk (4500 g, 40 perc). A feliiliszot, amely a Lox-1
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izoenzimet tartalmazza, a felhasznalasig -60 °C-on taroltuk.
A készitmény fajlagos aktivitasa 125 + 10 nkat/mg fehérje
volt.

2.2. Hidroperoxid liaz izolalasa

A hidroperoxid lidz enzimet zoldpaprikabol izolaltuk az
alabbiak szerint®.

A terméseket tomegilikhoz viszonyitva 1 térfogat 0,05
M nétrium-foszfat pufferben (pH 7,0), 0 — 5 °C-on
homogenizaltuk, majd a homogenizdtumot 4 rétegli
gézen szlrtik. A szirletet térfogatahoz viszonyitva 2 %
1 M kalcium-klorid oldattal 2 6ra hosszat kevertettiik.
Ezutan a szuszpenziét centrifugaltuk (4400 g, 45 perc,
4 °C). A csapadékot kis mennyiségi 0,05 M natrium-
foszfat pufferben (pH 7,0) vettiik fel és a tovabbiakban ezt
hasznaltuk a hasitasi reakciokhoz. A készitmény 4 °C-on egy
hétig tarolhato.

Az igy nyert hidroperoxid liaz enzimkivonat aktivitasa 88,3
+ 23,3 nkat/ml volt.

2.3. Az enzimaktivitisok meghatirozasa

A lipoxigenaz aktivitasanak meghatarozasat Axelrod és
munkatarsai® Marczy és munkatarsai’ altal modositott
mobdszere szerint végeztik ugy, hogy 234 nm-es
hulldmhosszon mértiik a képz6dd konjugalt dién elnyelését.
1 kat az az enzimmennyiség, amely masodpercenként 1 mol
13-HPOT keletkezését katalizalja 20 °C-on.

A hidroperoxid lidz aktivitasanak mérésénél a konjugalt dién
fogyasat kovettikk 234 nm-en®. 1 kat az az enzimmennyiség,
amely masodpercenként 1 mol 13-HPOT hasitasat katalizalja
20 °C-on.

Amérésekhez Biochrom 4060 spektrofotométert hasznaltunk
(Pharmacia, Uppsala, Svédorszag).

2.4. Fehérjetartalom meghatarozasa

A fehérjetartalom meghatarozasat Lowry és munkatarsai’
szerint végeztiik. A kalibracios gorbe felvételéhez marha
szérumalbumint (Sigma) hasznaltunk.
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2.5. Lenolaj hidrolizise

1 kg lenolajat 500 cm® 40 %-os natrium-hidroxid oldattal
100 — 120 °C-on 1 oran at kevertettiink. Ezutan az elegyhez
3 dm? desztillalt vizet adtunk, és 40 °C-ra hiitottik. Az
elegyhez folyamatos keverés mellett 600 g 96 %-os kénsavat
adagoltunk, és 30 °C-ra hiitottiik. A fazisokat elvalasztottuk,
¢és a zsirsavakat tartalmazo felsé fazist desztillalt

vizzel savmentesre mostuk. Ezt kdvetden vakuumban (60
Hgmm) a vizet eltavolitottuk, és a zsirsavelegyet vizmentes
natrium-szulfat felett szaritottuk. Ily modon 0,74 kg
zsirsavelegyet kaptunk, amelynek savszama 186,6 volt, és
amely 56 % linolénsavat, 16 % linolsavat, 18 % olajsavat és
10 % telitett zsirsavat tartalmazott.

2.6. Analizisek

A lenolaj hidrolizatum zsirsav 0Osszetételének, valamint
a cisz-3-hexénal, a transz-2-hexénal ¢és a hexanal

i0ja gazkromatografiasan
tortént, egy langionizatorral ellatott HP 5890 Series II.
gazkromatog-raffal  (Hewlett Packard). VivOgazként
nitrogént hasznaltunk. A csucsok alatti teriiletet és a
koncentracidkat HP 3394A integrator (Hewlett Packard)
segitségével szamitottuk.

A zsirsavak azonositasdhoz HP-FFAB (crosslinked FFAB)
tipust oszlopot (30 m x 0,53 mm x 1,0 um, Hewlett Packard)
alkalmaztunk, 220 °C-on, izotermalis koriilmények kozott.
Az olajsav retencios ideje 7,8 perc, a linolsavé 9,1 perc, a
linolénsavé pedig 11,0 perc volt.

A cisz-3-hexénal ¢és transz-2-hexénal koncentraciok
meghatarozasihoz a mintakat a  gazkromatografias
méréshez dietiléterrel extrahaltuk. Az elvalasztas OPTIMA
1701 oszlopon (25 m x 0,32 mm x 0,5 pm) tortént. A
programozott homérséklet 50 °C-tol (10 perc) 80 °C-ig,
5 °C/perc sebességgel valtozott, a mintakat 80 °C-on 4
percig tartottuk. Ezen kortilmények kozott a cisz-3-hexénal
retencioés ideje 6,1 perc, a transz-2-hexénalé 10,1 perc, a
hexanalé pedig 5,8 perc volt.

A 13-HPOT koncentraciojat HPLC modszerrel mértiik
UV detektort hasznalva 234 nm-en. A mintdk eliciojat
izokratikusan, tetrahidrofurdn/metanol/viz/ecetsav eleggyel

(25:30:45:0,1) végeztiik, 1 ml/perc atfolyasi sebességgel.

3. Kisérleti eredmények és értékelésiik

3.1. A linolénsav hidroperoxidacidja

A hidroperoxidacios reakciot az altalunk optimalizalt
koriilmények kozott végeztiik®.

Egy 1,5 dm?-es két csonkkal ellatott reakcidedénybe az
alabbiakat mértiik be:

400 cm’
249 g

0,2 M natrium-borat puffer (pH=9)
lenolaj hidrolizatum
(linolénsav tartalma 13,94 g)

20 cm?®
57 cm?®

5 N natrium-hidroxid
lipoxigendz-1 izoenzim (Lox-1)
(aktivitasa 1,1 pkat/cm?)

A reakcidt az enzim hozzaadasaval inditottuk. Az elegyet
kiilsé, jeges vizes hiités mellett, magneses keverével
kevertettitk. A molekularis oxigént, amely a reakcidoban
ko-szubsztratként vesz részt, levegéarammal biztositottuk.
A reakcid elérehaladtaval a kezdeti emulzié fokozatosan
feltisztult. Egy o6ra mulva a reakcidelegyhez 25 cm’® 5
N kénsavat adtunk (pH 3,0). A sav hatasara az oldatban
levé termék kicsapddott és az enzim irreverzibilisen
inaktivalodott. 10 perc allas utan 22,5 cm® 5 N natrium-
hidroxidot adtunk az elegyhez (pH 7,0) és 20 percig
kevertettiik, hogy a kicsapodott 13-HPOT feloldddjon. Az
igy nyert reakcioelegy kozvetleniil alkalmazhato volt a
kovetkez6 1épéshez, az enzimatikus hasitashoz.

A 13-HPOT koncentracioja a reakcioelegyben 57,0 + 2,1
mM, ahozam 61,9 % volt. Korabbi kisérleteinkben, melyeket
hasonlo koriilmények kozott, 10 cm3-es térfogatban, tiszta
linolénsav €s oxigén gaz alkalmazasaval, 4 bar nyomason
végeztiink, 56,5 + 1,5 mM 13-HPOT koncentraciot és 60,7
% hozamot értiink el*. Az eredmények igazoljék a linolénsav
helyett a 1ényegesen olcsobb lenolaj hidroliza-tum, valamint
oxigén gaz helyett a biztonsdgosabb levegd alkalmazasat a
hidroperoxidacio ipari megvalositasaban.

3.2. A 13-HPOT enzimatikus hasitasa
A hasitasi reakcido kiinduldsi anyagaként a lenolaj
hidrolizatum hidroperoxidacidja soran (3.1. pont) kapott
elegyet hasznaltuk. A hasitast az altalunk el6zetesen

optimalisnak talalt koriilmények kozott végeztiik?.

Egy 1 dm?-es csiszolatos Erlenmeyer-lombikba az alabbiakat
mértiik be:

0,2 M natrium-foszfat puffer (pH 7,0) 356 cm?

hidroperoxidacios reakcioelegy 305 cm?
(13-HPOT tartalma 49,8 mmol)
hidroperoxid lidz enzimkivonat 100 cm?

(aktivitasa 88,3 nkat/cm?)

A reakciot az enzim hozzaadasaval inditottuk. A
reakcidelegyet 10 percen at szobahdmérsékleten (20 — 25
°C) kevertettiik. Ezutan 18,5 cm® 5 N kénsav hozzdadasaval
leallitottuk a reakciot.

A képz6dott aldehidek koncentracidja a reakcidelegyben
1,6 + 0,1 mM fransz-2-hexénal, illetve 5,9 + 0,2 mM
cisz-3-hexénal volt, amely 37,1 %-0s hozamnak felel meg.
Melléktermékként — a lenolajban jelenlévd linolsav hidro-
peroxidacioja soran képzddott 13-HPOD-bol — 0,7 + 0,05
mM hexanal keletkezett. Osszehasonlitasként megemlitjiik,
hogy Rehbock és munkatarsai'® mungbab csiranévényekbdl
izolalt hidroperoxid lidz enzim alkalmazasaval hasonlo
eredményt értek el, de az eljaras ipari méretre nem tlinik
nagyithatonak. Noordermeer és munkatarsai'' egy rekom-
binans hidroperoxid lidz felhasznalasaval 43 %-os hexénal
hozamot értek el, annak ellenére, hogy enzimkészitményiik
a szennyez0 fehérjéktdl mentes volt.
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A hexénalt a reakcidelegybdl ismételt vizgdzdesztillacidval
nyertiik ki. A transz-2-hexénal forraspontja 1égkori nyomason
147 °C. Vizzel azeotrdp elegyet alkot, melynek forraspontja
95,1 °C, és 51,4 % transz-2-hexénalt tartalmaz'?. A hasitasi
reakcioban elsédlegesen képz6do cisz-3-hexénal dontd része
a vizgdzdesztillacid koriilményei kozott transz-2-hexénalla
izomerizalodik®. Az els6 desztillacios 1épésben kapott
megoszlasokat az 1. tablazatban mutatjuk be.

1. Tablazat. A 13-HPOT enzimatikus hasitasa soran kapott reakcioelegy
vizgozdesztillacioja

Frakcio Térfogat  Transz-2-hexénal  Cisz-3-hexénal  Hexanal
(em’) (mM) (mM) (mM)

1 50 35,8 10,6 5,8

2 50 4,2 1.4 42

3 25 1,1 0,9 1,9

4 25 0,7 0,2 0,8

Lathato, hogy az aldehidek dontd része az elsé frakcioban
jelenik meg. Mig a hasitdsi reakcidelegyben a transz-
2-hexénal : cisz-3-hexénal molarany 1:3,7 volt, addig a
viz-gbzdesztillacido soran ez az elsé frakcioban 3,4:1-re
tomény (1) frakciok ujradesztillalasaval kiilon fazisként a
kovetkezd dsszetételll aromaelegyet kaptuk:

transz-2-hexénal 78,6 %
cisz-3-hexénal 10,0 %
hexanal 11,4 %

Ebben az elegyben az izomer arany — a desztillacional al-
kalmazott hé hatdsara — még inkabb a transz-2-hexénal
javara tolodott el. Az elsé desztillacios 1épés hexénalra
(transz-2- és cisz-3- izomer egylittesen) vonatkoztatott
hozama 78,3 %, a masodik 1épésé 66,4 % volt. A tiszta
transz-2-hexénal eldallitdisa — amennyiben sziikséges
— frakcionalt desztillalassal oldhaté meg. Aromaanyagként
valo felhasznalasa ezt nem feltétleniil teszi indokoltta.

A bemutatott kisérleti eredmények alapjan a hexénalok
(transz-2-  és  cisz-3-  izomer) ,természetazonos”
aromaanyagként eldallithatok biokatalitikus uton, lenolaj
hidrolizatumbdl kiindulva ndvényi enzimek, azaz a sz6jabol

Preparation of *natural’ hexenals

Hexenal (cis-3- and trans-2- isomers) are components of the “green”
flavour of fruit products. They were produced biocatalytically from
hydrolyzed linseed oil containing linoleic acid. In the first step
13-hydroperoxyoctadeca-cis-9,trans-11,cis-15-trienoic acid (13-
HPOT) was formed from linoleic acid by soybean lipoxygenase-1
isoenzyme (Lox-1) with dioxygen as co-substrate. Oxygen was

nyert lipoxigendz-1 izoenzim és a zodldpaprikabdl kivont
hidroperoxid lidz alkalmazasaval. A hidroperoxidacios
reakcioban  ko-szubsztratként  résztvevé  molekularis
oxigén levegdarammal  biztosithato. A  modszer,
hasonléan az ugyancsak ,,zold” aromakomponens hexanal
eldallitasahoz!>!* egyszerli, gazdasagos és alkalmas ipari
megvalositasra.

Koészonetnyilvanitas

A kutatasi munka az Orszagos Miiszaki Fejlesztési Bizottsag
tamogatasaval késziilt (szerzédésszam: 02326/2000).
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supplied by air flow. In the second step 13-HPOT was cleaved by
green bell pepper hydroperoxide lyase resulting in trans-2- and
cis-3-hexenal. Hexenals were isolated from the reaction mixture
using repeated steam distillation. During distillation the trans-2-
hexenal : cis-3-hexenal isomer ratio was shifted into the direction
of trans-2- isomer as an effect of heat. The procedure was realized

on laboratory scale.
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