34 Magyar Kémiai Folyoirat - Kozlemények

Termeészetes hexanal eloallitasa biokatalizissel*
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1. Bevezetés

Az élelmiszer- és kozmetikai ipar részér6l novekszik az igény
az aroma- €s illatanyagok irant. Ezen anyagok természetes
forrasai korlatozott mértékben allnak rendelkezésre, ezért
fontos ipari méretli, mesterséges eldallitasuk. A szerves
szintézis a lehetséges mellékreakciok soran keletkezd
nemkivanatos szennyezések miatt hatranyokkal jar.
Ezzel szemben az enzimek nagyfoka fajlagossaguk révén
biztositjak a megfeleld termékmindséget, és lehetové teszik
az eljaras enyhe kortilmények kozotti végrehajtasat.

A gylimdlcskészitmények ,,zold” aromdjanak eldidézoi
az olyan illékony aldehidek, mint a hexanal, a cisz-3-
hexenal és a transz-2-hexenal'?. A 6 szénatomos aldehidek
az ¢ép novényi sejtekben csak nyomnyi mennyiségben
fordulnak el6. 18 szénatomos zsirsavakbol keletkeznek
abban az esetben, amikor a sejtstruktirak megsériilnek, és
a sejttartalmat oxigén éri*. A gyiimodlcsok szoveteiben a
hexanal és a hexenal izomerek prekurzorai a linolsav (cisz-
9,cisz-12-oktadekadiénsav) illetve a linolénsav (cisz-9,cisz-
12,cisz-15-oktadekatriénsav)®’. A biotranszformaciéban
részt vevo enzimek a lipoxigenaz és a hidroperoxid liaz.

Az els6, a lipoxigenaz altal katalizalt 1épés a zsirsavak
hidroperoxidacioja, melynek soran a linolsavbodl 13-hidro-
peroxi-cisz-9,transz-11-oktadekadiénsav (a tovabbiakban
13-HPOD), a linolénsavbdl pedig 13-hidroperoxi-cisz-
9.transz-11,cisz-15-oktadekatriénsav ~ (a  tovabbiakban
13-HPOT) keletkezik®’. A lipoxigenaz (linoleate:oxygen
oxidoreductase, EC 1.13.11.12) egy vastartalmi enzim,
amely a cisz, cisz-1,4-pentadién rendszert tartalmazo telitetlen
zsirsavak és észtereik hidroperoxidaciojat katalizalja.
Gazdag forrasa a szojaliszt, amelyben harom izoenzime, a
Lox-1, Lox-2 és Lox-3 form4jaban van jelen. Ezek termék-
¢és szubsztratspecifitdsukban, pH-optimumukban, hdstabili-
tasukban és izoelektromos pontjukban kiilonboznek
egymastol'®'2, Hexanal elballitasahoz az alkalikus pH-opti-
mumu izoenzimre, a Lox-1-re van sziikség. A semleges
pH-optimumu Lox-2 és Lox-3 izoenzim jelenléte hatranyos,
melléktermékek képzodése miatt. Ezért vizsgaltuk a fajta- és
évjarati kiillonbségeket, hogy kivalasszuk azt a fajtat, amely
a legnagyobb Lox-1 izoenzim aktivitast tartalmazza, kis
Lox-2 és Lox-3 izoenzim tartalom mellett'>, A szdjaliszt
kivonat szelektiv hékezelésére alapozva, egyszerii és gyors
modszert dolgoztunk ki a Lox-1 izoenzim izolalasara'.

A biotranszformacié masodik 1épésében a hidroperoxid liaz
a telitetlen zsirsavak hidroperoxidjainak egy aldehiddé és
egy oxosavva torténd hasitasat katalizalja. A 13-hidroper-

oxid liaz fajlagosan a 13-HPOD illetve a 13-HPOT hasitasat
katalizalja, amelynek soran hexanal illetve hexenal és
12-ox0-cisz-9-dodekénsav  keletkezik'>. A hidroperoxid
liizok a mikroalgdkban szabad, a magasabb szervezédési
novényekben membranhoz kotott formaban fordulnak
el6!'%17. A szolubilizalt enzim szilardfazisu hordozora rogzitve
stabilizalhato's, de a rogzités soran olyan nagymértékii az
aktivitasveszteség, hogy a rogzitett enzim alkalmazasa ipari
szempontbo6l nem gazdasagos.

A Lox-1 izoenzim és a 13-hidroperoxid liaz eredményesen
hasznalhat6 a hexanal linolsavbol, illetve napraforgoolaj
hidrolizatumbdl valo eldallitasara’. Jelen kézleményben az
eljaras laboratoriumi méretli megvalositasarol szamolunk
be.

2. Kisérleti modszerek
2.1. Lipoxigenaz-1 izoenzim izolaldsa

Az enzim izolalasahoz petroléterrel zsirtalanitott szojalisztet
hasznaltunk. A kiilonbdz6 évjaratu szojafajtak szojalisztjeit
a szegedi Gabonatermesztési Kutaté Kht-t6l kaptuk. A
szojalisztet tomegére szamolva 5 térfogat 0,05 M ecetsavval,
mechanikus kevertetés mellett 1 o6raig 0 — 5 °C-on
extrahaltuk. A szuszpenziot centrifugaltuk (4500 g, 40 perc).
A feliiltiszot 5 percig 70 °C-on inkubaltuk, majd lehtitottiik.
Ezutdn a kapott szuszpenziot 20 °C-on centrifugaltuk
(4500 g, 40 perc). A feliiluszot, amely a Lox-1 izoenzimet
tartalmazza, a felhasznalasig -60 °C-on taroltuk.

Az ezzel a mddszerrel nyert Lox-1 mennyisége atlagosan
3,3 pkat/g zsirtalanitott szojaliszt volt. A kinyerheté enzim
mennyisége nagymértékben fiigg a felhasznalt szdjaliszt
fajtajatol és évjaratatol.

2.2. Hidroperoxid liaz izolalasa

Ahidroperoxid lidz izolalasa parajlevelekbdl (Matador fajta),
Gardner és munkatarsai’® modszere szerint tortént, csekély
modositassal. A parajleveleket tomegiikh6z viszonyitva
Otszords térfogati 0,05 M foszfat pufferben (pH 7,0)
homogenizaltuk, majd a homogenizatumot 6 rétegli gézen
szlrtiik. Ezutan a sziirletet 30 percig 4 °C-on centrifugaltuk
(6000 g). A feltiluszot kiontottiik és a kloroplaszt tartalmu
csapadékot haromszoros térfogati, 2 mM etilén-diamin-
tetraccetsav tartalmu pufferben homogenizaltuk. A kapott
homogenizatumot, amely a kloroplasztok membranjdhoz
kotott hidroperoxid lidaz enzimet tartalmazza, felhasznalasig
4 °C-on taroltuk. Az igy nyert enzim mennyisége atlagosan
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8,7 nkat/g parajlevél volt. A kinyerhetd enzim mennyiségét
nagymértékben befolyasolja a felhasznalt paraj fajtaja.

2.3. Az aktivitasmérésekhez hasznalt szubsztratok
eloallitasa

A natrium-linoleatot Axelrod és munkatrsai'' modszere
alapjan készitettiik el. A 13-HPOD eléallitasahoz a linolsav
oldatot szoja lipoxigenazzal kezeltiik?'.

2.4. Az enzimaktivitasok meghatarozasa

A lipoxigenaz aktivitasanak meghatarozasat Axelrod és
munkatarsai!! Marczy és munkatarsai'® altal modositott
modszere szerint  végeztik ugy, hogy 234 nm-es
hulldamhosszon mértiik a képz6dé konjugalt dién elnyelését.
A hidroperoxid lidz aktivitdsanak mérésénél a konjugalt dién
fogyasat kovettik 234 nm-en®>. A mérésekhez Biochrom
4060 spektrofotométert hasznaltunk (Pharmacia, Uppsala,
Svédorszag).

2.5. Napraforgoolaj hidrolizis

1 kg napraforgdolajat 500 cm® 40 %-os natrium-hidroxid
oldattal 100 — 120 °C-on 1 6raig kevertettiink. Ezutan az
elegyhez 3 dm?® desztillalt vizet adtunk, és 40 °C-ra hiitottiik.
Az elegyhez folyamatos keverés mellett 600 g 96%-0s
kénsavat adagoltunk, és 30 °C-ra hiitottiik. A fazisokat
elvalasztottuk, és a zsirsavakat tartalmazod felsé fazist
desztillalt vizzel mostuk. Ezutdn vakuumban (60 Hgmm)
a vizet leparoltuk rdla, és vizmentes natrium-szulfat felett
szaritottuk.

A hidrolizatum 66 % linolsavat, 20 % olajsavat és 11 %
telitett zsirsavat tartalmazott.

2.6. Analizisek

sy

ferrometridsan hataroztuk meg. A moddszer azon alapul,
hogy a 13-HPOD a Fe(Il) iont Fe(Ill) ionna oxidalja.
Ebbdl KSCN hozzaadasara Fe(SCN), képzédik, melynek
koncentraciéja 480 nm-es hullamhosszon fotometriasan
mérhetd (e = 14000 M'cm™).

A napraforgoolaj hidrolizatum zsirsav Osszetételének
gazkromatografidasan tortént, egy langionizatorral ellatott
HP 5890 Series II. gazkromatograf (Hewlett Packard)
segitségével. Vivogazként nitrogént hasznaltunk. A cstucsok
alatti teriiletet és a koncentraciokat HP 3394A integrator
(Hewlett Packard) segitségével szamitottuk.

A zsirsavak azonositasahoz HP-FFAB (crosslinked FFAB)
tipusti oszlopot (30 m x 0,53 mm x 1,0 um, Hewlett Packard)
alkalmaztunk. Az injektor és a detektor hémérséklete
250 °C, a kolonnatér homérséklete 220 °C, a nitrogén
nyomasa 70 kPa volt. Ezen kortilmények kozott az olajsav
retencios ideje 9,2 perc, a linolsavé 10,7 perc, a linolénsavé
pedig 13,0 perc.

A hexanal mérésehez PERMABOND OV-1701-DF-0,50
oszlopot (25 m x 0,32 mm, Macherey-Nagel) alkalmaztunk,
a kolonnatér homérséklete 80 °C, az injektoré 220 °C, a

detektoré 250 °C volt. A nitrogén nyomasa 76 kPa volt. Ezen
koriilmények kozott a hexanal retencids ideje 4,4 perc.

3. Kisérleti eredmények és értékelésiik
3.1. A linolsav hidroperoxidacidja
A hidroperoxidacios reakciot az altalunk optimalizalt

koriilmények kozott, 100 mM linolsav- és 83 nkat/cm?
enzim koncentracio mellett végeztiik".

Egy 1,5 dm’-es két csonkkal ellatott reakcidoedénybe az
alabbiakat mértiik be:

0,2 M natrium-borat puffer (pH=9) 440 cm®
napraforgdolaj hidrolizatum 21,13 ¢
(linolsav tartalma 13,95 g)

5 N natrium-hidroxid 10 cm?
lipoxigenaz-1 izoenzim (Lox-1) 29 cm?

(aktivitasa 1,43 pkat/cm?)

A reakcidt az enzim hozzdadasaval inditottuk. A sziikséges
oxigént — amely a reakcid ko-szubsztratja — levegéarammal
biztositottuk. A reakcio kivitelezése szobahémérsékleten
tortént, intenziv kevertetés mellett. A reakcid elérehaladasa-
val a kezdeti emulzi6 fokozatosan feltisztult. Egy 6ra mulva
a reakcidelegyhez 26 cm® 5 N kénsavat adtunk. A sav
hatasara az oldatban levd termék kicsapodott és az enzim
irreverzibilisen inaktivalodott. 10 perc allas utan 28,5 cm?
5 N natrium-hidroxidot adtunk a reakcioelegyhez és 20 percig
kevertettiik, hogy a kicsapodott 13-HPOD-t visszaoldjuk.
Az igy nyert reakcioelegy kozvetleniil alkalmazhatéo a
kovetkez6 1épéshez, az enzimatikus hasitashoz.

A 13-HPOD koncentracidja a reakcioelegyben 68,7 mM,
a hozam 72,3 % volt. Korabbi kisérleteinkben, melyeket
azonos koriilmények kozott, 20 cm’-es térfogatban, tiszta
linolsav és 2 bar oxigén alkalmazasaval végeztiink, 82,5 +4,2
mM 13-HPOD koncentraciot és 83 % hozamot értiink el'.
Bar a napraforgéolaj hidrolizatummal és a levegdvel végzett
reakcio eredménye ennél gyengébb, ipari megvaldsitas
esetén gazdasagossagi és biztonsagtechnikai szempontbdl
mégis indokolt a Iényegesen olcsobb napraforgdolaj
hidrolizatum és a levegd alkalmazasa.

3.2. A 13-HPOD enzimatikus hasitasa

A hasitasi reakcio kiindulasi anyagaként a napraforgoolaj
hidrolizatum hidroperoxidacios reakcioelegyét alkalmaztuk.
A hasitast az altalunk elézdleg optimalisnak talalt
koriilmények kozott, 15 mM szubsztrat- és 23,4 nkat/cm?
enzim koncentracié mellett végeztiik". A reakcidelegy pH-
ja 8 - 9 kozott volt, mivel a parajlevélbdl kivont hidroper-
oxid lidz enzim aktivitasa ebben a pH-tartomanyban a
legnagyobb, mig a jelenlévo egyéb, a 13-HPOD-t ugyancsak
fogyaszt6 enzimek aktivitasa itt a legkisebb?.

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

0,2 M néatrium-borat puffer (pH 9) 132 cm?
hidroperoxidacios reakcioelegy 117 cm?
(13-HPOD tartalma 7,5 mmal)

hidroperoxid liaz enzim 251 em®

(kloroplaszt szuszpenzio; aktivitasa 46,6 nkat/cm?)
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A reakciét az enzim hozzaadasaval inditottuk. A
reakcidelegyet szobahémérsékleten egy oran at magneses
keverdvel kevertettiik. Ezutin 7 cm® 5 N kénsav
hozzaadasaval leallitottuk a reakciot.

A hexanal koncentracidja a reakcidelegyben 8,16 mM,
a hozam 54,4 % volt. Azonos koriilmények kozott
4 cmi-es térfogatban korabban végzett kisérleteinkben,
tiszta linolsavbél eldallitott 13-HPOD-t alkalmazva, az
elért hexanal koncentracié 12,2 + 1 mM, a hozam 81 %
volt". Tehat a napraforgdolaj hidrolizatumbol eléallitott
13-HPOD hasitasakor lényegesen kevesebb hexanal
képzddik, mint a tiszta linolsavbol kapott 13-HPOD-bol.
Ugyanakkor fotometrias mérési adatok szerint a 13-HPOD
82,6 %-a elfogyott. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy
mellékreakciok is lejatszodnak, amelyek fogyasztjak a
13-HPOD-t, de termékiikk nem a hexanal. Ezenkiviil a
napraforgoolaj hidrolizdtummal bevitt, el nem reagalt
zsirsavak zavarjak a hidroperoxid lidz enzim mikddését.
Ezt olajsav esetén kisérletileg bizonyitottuk is. Annak
ellenére, hogy a napraforgéolaj hidrolizatumbol késziilt 13-
HPOD hasitasi reakcidja alacsonyabb hozamu, gazdasagi
szempontokat mérlegelve, ipari méretii alkalmazasa mégis
indokolt.

A hexanalt a reakcidelegybdl ismételt vizgbzdesztillacidoval
nyertiik ki. Az elsé desztillacios 1épésben a reakcioelegy
25 %-anak megfeleld térfogatu desztillatumot szedtiink,
négy frakcioban. Tobb reakcidelegyet desztillaltunk ily
moddon ¢€s a hasonl6 toménységli frakciokat 6sszedntottiik. A
toményebb frakciok Gijradesztillalasaval a hexanalt mar kiilon
fazisként kaptuk. A higabb frakciokat ujradesztillalassal
toményitettiik. A desztillacio kihozatala 63,2 % volt, ami a
fent részletezett reakcid esetén 258 mg hexanalt jelent.

A bemutatott kisérleti eredmények alapjan a hexanal
Htermészetazonos” aromaanyagként eldallithatdé biokata-
litikus uton, napraforgdolaj hidrolizatumbol kiindulva két
enzim, a sz0jabol nyert lipoxigenaz és a parajbdl kivont
hidroperoxid lidz alkalmazasaval. Az eljaras egyszer,
gazdasagos ¢és alkalmas ipari megvaldsitasra.

Koszonetnyilvanitas

A kutatasi munka az Orszadgos Miiszaki Fejlesztési Bizottsag
tamogatasaval késziilt (szerzoédésszam: 96-97-43-1343).
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The biocatalytic preparation of *natural’ hexanal

Hexanal is a component of the ,,green” flavour of fruit products. It
was produced biocatalytically from linoleic acid in two steps. In
the first step catalyzed by lipoxygenase enzyme, 13-hydroperoxy-
9(Z2),11(E)-octadecadienoic acid (13-HPOD) was formed in the
presence of oxygen as co-substrate. In the second step 13-HPOD
was cleaved by hydroperoxide lyase into hexanal and 12-0x0-9(%)-
dodecenoic acid. Lipoxygenase was extracted from soybean meal

and hydroperoxide lyase from spinach leaves. It was justified that
linoleic acid can be replaced by hydrolyzed sunflower oil which is
much cheaper. Because of safety reasons compressed air was used
instead of oxygen. Hexanal was isolated from the reaction mixture
by repeated steam distillations.
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