”w

Természetes aromaanyagok biokatalitikus eldallitasa
Biocatalytic Production of Natural Flavour Compounds

SZ. NEMETH Agnes', SZ. MARCZY Judit, SAMU Zsuzsa’, HAGER-VERESS Adam?,
Dr. SZAJANI Béla, Dr. SISAK Csaba'

'Pannon Egyetem, Miiszaki Kémiai Kutato Intézet, H-8200 Veszprém, Egyetem u. 2., Magyarorszag
Tel.: +36 88 624040, Fax: +36 88 624038, e-mail: szemes@mukki.richem.hu, www.richem.hu/rice/new/
’Aroma Bazis Kft., H-2141 Csémoér-Iparteriilet, Hatar u. 1., Magyarorszag

ABSTRACT

Soybean lipoxygenase was used to produce 13-hydroperoxy-octadecadienoic- and 13-hydroperoxy-
octadecatrienoic acid from hydrolysed sunflower- and linseed oil with yields of 72 % and 62 %, respectively.
Then 13-hydroperoxy-octadecadienoic- and 13-hydroperoxy-octadecatrienoic acid were cleaved by spinach
leaf and green bell pepper hydroperoxide lyase enzymes resulting hexanal (vield: 54 %), 3(Z)- and 2(E)-
hexenal (vield: 37 %). The aldehydes were isolated by steam distillation.

1. BEVEZETES

Az élelmiszer- és kozmetikai ipar részérdl folyamatosan novekszik az igény az aroma- és illatanyagok
irant. A természetes aromak vilagszerte ndvekvo piacabdl a kilencvenes években kb. 20 — 40 millié6 USD/év
értéket képviselt a gylimodlcskészitmények ,,z6ld” aromaja [1]. Ennek f6 Osszetevoi illékony aldehidek —
hexanal, cisz-3-hexenal és transz-2-hexenal. Ezek a hat szénatomos aldehidek eléallithatok novényekbdl torte-
nd extrakcioval, fermentacidval, vagy biokatalitikus uton. Az ép névényi sejtekben csak nyomnyi mennyiség-
ben fordulnak el6, 18 szénatomos telitetlen zsirsavakbol keletkeznek két 1épésben, abban az esetben, amikor a
sejtstrukturak megsériilnek, és a sejttartalmat oxigén éri [2]. A bioszintézis elsd 1épése, amelyet a lipoxigenaz-
1 izoenzim (Lox-1, linoleat:oxigén oxidoreduktaz, EC 1.13.11.12) katalizal, a zsirsavak hidroperoxidacioja. A
masodik 1épésben a zsirsavak hidroperoxidjai a hidroperoxid lidz enzim hatasara egy aldehiddé és egy
oxosavva hasadnak.

A novényekben a hexanal linolsavbol (cisz-9,cisz-12-oktadekadiénsav), a hexenal izomerek pedig
linolénsavbol (cisz-9,cisz-12,cisz-15-oktadekatriénsav) képzddnek. A hidroperoxidaciéd sordn a linolsavbol 13-
hidroperoxi-cisz-9,transz-11-oktadekadiénsav (a tovabbiakban 13-HPOD), a linolénsavbol pedig 13-
hidroperoxi-cisz-9,transz-11,cisz-15-oktadekatriénsav (a tovabbiakban 13-HPOT) keletkezik [3,4]. Ezeknek a
reakcioknak a ko-szubsztratja a molekuléris oxigén. A masodik 1épésben a 13-HPOD hexanalla és 12-oxo-
cisz-9-dodekénsavva, mig a 13-HPOT cisz-3-hexenalla és 12-oxo-cisz-9-dodekénsavva hasad [S]. A cisz-3-
hexenal nem stabil és h6- vagy enzimatikus hatasra konnyen izomerizalodik transz-2-hexenalla [6].

Munkank célja az volt, hogy — a ndovényekben lejatsz6dd bioszintézist alapul véve — az iparban alkal-
mazhat6 eljarast dolgozzunk ki a hexanal, valamint a hexenal izomerek eldallitasara. Kiinduldsi anyagként
olcso ipari nyersanyagokat (napraforgoolaj és lenolaj hidrolizatumot), biokatalizatorként pedig névényekbol
kivont lipoxigenaz és hidroperoxid liaz enzimeket alkalmaztunk.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Anyagok

A szojalisztet a szegedi Gabonatermesztési Kutatdo Kht.-tol kaptuk, a linolsavat, a linolénsavat és a
Tween 20-at a Sigma-t6l, a napraforgoolajat és a lenolajat az Aldrich-t6l szereztiik be. A paraj levelet és a
z6ldpaprikat a helyi piacon vasaroltuk. Az Osszes tobbi felhasznalt vegyszer analitikai mindségii volt. A
lipoxigenaz aktivitds méréséhez hasznalt natrium-linoleatot Axelrod €s munkatarsai [7] modszere szerint ké-
szitettiik el.
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2.2. Modszerek

2.2.1. Az enzimaktivitasok meghatdrozdisa

A lipoxigenaz aktivitdsanak mérését Axelrod €s munkatérsai [7] Marczy és munkatarsai [8] altal modo-
sitott modszere szerint végeztiik ugy, hogy 234 nm-es hullaimhosszon mértiik a képz6dé konjugalt dién elnye-
1ését. A hidroperoxid liaz aktivitasanak mérésénél a konjugalt dién fogyasat kdvettiik 234 nm-en [9]. A méré-
sekhez Biochrom 4060 spektrofotométert hasznaltunk (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag). 1 U az az
enzimmenyiség, amely 1 umol szubsztratot alakit at percenként.

2.2.2. A napraforgo- és a lenolaj hidrolizise

1 kg olajat 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 hiitéttikk. Az elegyhez folyamatos keverés mellett 600 g 96
%-os kénsavat adagoltunk, és 30 °C-ra hiitottiik. A fazisokat elvalasztottuk, és a zsirsavakat tartalmazo felsd
fazist desztillalt vizzel mostuk. Ezutdn vakuumban (60 Hgmm) a vizet leparoltuk roéla, és vizmentes natrium-
szulfat felett szaritottuk.

Gazkromatografias vizsgalataink szerint az igy nyert napraforgoolaj hidrolizatum 66 % linolsavat, 20 %
olajsavat és 11 % egy¢éb, telitett zsirsavat, a lenolaj hidrolizatum pedig 56 % linolénsavat, 16 % linolsavat, 18
% olajsavat és 10 % egy¢b, telitett zsirsavat tartalmazott.

crer

szer azon alapul, hogy a 13-HPOD a Fe(Il) iont Fe(Ill) ionna oxidalja. Ebb6l KSCN hozzaadasara Fe(SCN);
képzbdik, melynek koncentracioja 480 nm-en fotometridsan mérhetd.
A 13-HPOT koncentraciojat HPLC modszerrel mértiikk UV detektort hasznalva 234 nm-en. A mintak

crcr

lyasi sebességgel.

2.2.4. Gazkromatografias merések

A napraforg6- és a lenolaj hidrolizatum zsirsav dsszetételének analizise, valamint a hexanal, a cisz-3-
hexenal és a tramsz-2-hexenal koncentracidjanak meghatirozasa gazkromatografiasan tortént, egy
langionizatorral ellatott HP 5890 Series II. gazkromatograf (Hewlett Packard) segitségével. Vivogazként nit-
rogént hasznaltunk. A cstcsok alatti teriiletet és a koncentraciokat HP 3394A integrator (Hewlett Packard)
segitségével szamitottuk.

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

A hexanal koncentraciojanak méréséhez PERMABOND OV-1701-DF-0,50 oszlopot (25 m % 0,32 mm,
Macherey-Nagel) alkalmaztunk, a kolonnatér hémérséklete 80 °C, az injektoré 220 °C, a detektoré 250 °C
volt. A nitrogén nyomasa 76 kPa volt. Ezen koriilmények kdzott a hexanal retencids ideje 4,4 perc.

A hexanal, a cisz-3-hexenal és transz-2-hexenal elvalasztasa OPTIMA 1701 oszlopon (25 m % 0,32 mm
x 0,5 um) tortént. A programozott hémérséklet 50 °C-t61 (10 perc) 80 °C-ig, 5 °C/perc sebességgel valtozott, a
mintakat 80 °C-on 4 percig tartottuk. Ezen koriilmények kozott a cisz-3-hexenal retencios ideje 6,1 perc, a
transz-2-hexenalé 10,1 perc, a hexanalé pedig 5,8 perc.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A lipoxigenaz enzim Kinyerése

A lipoxigenaz enzim legnagyobb mennyiségben a szdjalisztben fordul eld, melybdl extrakcioval kony-
nyen kinyerhetd. A szo6jakivonatban harom lipoxigendz izoenzim van jelen (Lox-1, Lox-2 és Lox-3) amelyek
szubsztrat- és termékspecifitasukban, pH optimumukban és héérzékenységiikben kiilonboznek egymastol [7,
11]. A 13-HPOD ¢és a 13-HPOT el6allitasa soran a Lox-2 és Lox-3 izoenzim jelenléte hatranyos, mivel mel-
lékreakciokat katalizalnak. Ezért — kihasznalva az izoenzimek eltéré h6érzékenységét — kidolgoztunk egy egy-
szer(i hokezelési mddszert a nemkivanatos izoenzimek eltavolitasara [12]. Vizsgaltuk a pH, az ionerésség, a
hokezelési ido és a homérséklet hatasat. A legjobb eredményt az enyhén savas (pH 5 koriil) kdzegben, ala-
csony ionerdsségnél 5 percig végzett hdkezelések adtdk. Az 1. abran az optimalis hokezelési homérséklet
meghatarozasat mutatjuk be.
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A hokezelési homérséklet kivalasztasa

Lathato, hogy a 70 °C-on végzett hokezelésnél a Lox-2 és Lox-3 izoenzimek aktivitasa lecsokkent anél-
kiil, hogy a Lox-1 izoenzim inaktivalodott volna, mig ennél alacsonyabb homérsékleten mindharom izoenzim
stabilnak bizonyult. Az igy nyert, lipoxigenaz-1 izoenzimben dusitott szojakivonattal végeztiikk mind a linol-

sav, mind pedig a linolénsav hidroperoxidaciojat.

3.2. A linolsav hidroperoxidacidja
Az optimalizalasi kisérletek soran tiszta linolsav szubsztrat alkalmazéasaval, 20 ml-es térfogatban vizs-

galtuk a szubsztrat- €s enzimkoncentracio, valamint az oxigénellatottsag hatasat. A reakciokat pH 9-en, 4
°C-on végeztiikk. A legjobb eredményt 100 mmol/l szubsztratkoncentracié és 12 U/ml enzimkoncentracio al-
kalmazasaval értiik el, mikozben a sziikséges oxigént tiszta oxigénnel, 2 bar nyoméason biztositottuk (1. tabla-

zat).

1. tablazat

crer

Oxigénbevitel médja Kiindulasi anyag Enﬁmﬁ‘;‘:ﬁ;‘ tricié H(O(;jl)m
oxigén, 2 bar linolsav 12 82,542
stiritett levegd, 2 bar linolsav 12 582*54
stiritett levegd, 2 bar linolsav 5 772%8,3
stiritett levegd, ravezetés linolsav 5 70,7154
stiritett leveg0, ravezetés napraforgéolaj hidrolizatum 5 68,1772

Biztonsagtechnikai megfontolasok sziikségessé tették azonban az oxigénnek levegdvel torténd helyette-
sitését, és azt, hogy lehetdleg ne alkalmazzunk tilnyomast a reakcié soran. Mint az 1. tdblazatban feltiintetett
adatokbol lathato, amikor az oxigén helyett siiritett levegdt alkalmaztunk, a hozam jelent6sen csokkent. Felté-
telezésilink szerint ez az elégtelen oxigénellatas miatt lejatszodd mellékreakciok kovetkezménye volt, ezért az
enzim mennyiségének csdokkentésével lassitottuk a reakciot. Ekkor a hozam valoban megnétt, bar nem érte el a
tiszta oxigénnel végzett reakcid hozamat. Ennek ellenére a levegd alkalmazasa mellett dontottiink, hiszen
iizemi koriilmények kozott ez sokkal biztonsdgosabb. A nyomas helyett stiritett levegd ravezetéssel végzett
reakciok hozama kissé alacsonyabb volt.

Ezutdn megvizsgaltuk, helyettesithetd-e a linolsav a joval olcsobb napraforgéolaj hidrolizatummal,
amely kb. 67 % linolsavat tartalmaz, olajsav és kiillonbozo telitett zsirsavak mellett. Napraforgoolaj
hidrolizatumbol kiindulva a hozam gyakorlatilag ugyanannyi volt, mint tiszta linolénsav esetén, gazdasagi
szempontbol tehat nyilvanvaldan elénydsebb a napraforgdolaj alkalmazasa. A méretndvelést mar napraforgo-
olaj hidrolizatum felhasznalasaval végeztiik, az 500 ml-es térfogatu reakciok atlagos hozama 72 % volt.
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3.3. A linolénsav hidroperoxidacidoja

Az enzim- és a szubsztratkoncentracié hatasanak vizsgalatat lenolaj hidrolizatumbol kiindulva, 10 ml-es
reakciokkal végeztiik, pH 9-en, 4 °C-on (2. tablazat). Mint az a tablazat adataibdl lathato, az enzimmennyiség
novelése valamelyest novelte az elért hozamot, igy a méretndvelést 100 mmol/1 linolsav- és 7,5 U/ml enzim-
koncentracié alkalmazasaval végeztiik el. A méretnovelt, 500 ml térfogatu reakciok atlagos hozama 62 % volt.

2. tablazat
Az enzim- és a szubsztratkoncentracio hatdsa a linolénsav hidroperoxidaciojara

Enzimkoncentracio Linolénsav koncentracio Hozam
(U/ml) (mmol/T) (%)
25 75 58.8%13,8
’ 100 489%2.0
75 65,7+1,1
>0 100 55.8%0.7
75 75 66,113
’ 100 63,02.0
75 54,1%0,9
10,0 100 554+1,0

3.4. A hidroperoxid lidz enzim kinyerése

Az aldehidek eléallitasanak masodik 1épését katalizalo hidroperoxid lidz enzim levelekben, gyiimol-
csokben és zoldségekben fordul eld nagyobb mennyiségben, levelekben a kloroplasztok, zoldségekben és
gyiimélesokben pedig egyéb sejtalkotorészek membranjaihoz kotott formaban. Erzékeny enzim, a membréanrol
leoldva konnyen inaktivalodik, kinyerése ezért Iényegesen nehezebb, mint a lipoxigenazé.

A zsirsav-hidroperoxidok hasitdsahoz sziikséges liazt tobbféle novénybdl probaltuk kinyerni. A 13-
HPOD hasitasara a paraj levélbol, membrankotott formaban kinyert hidroperoxid lidz bizonyult a legalkalma-
sabbnak. Ez lényegében torott és ép kloroplasztokat tartalmazo szuszpenzid, amelyet Ggy készitettiink, hogy a
0,02 M natrium-foszfat pufferben homogenizalt paraj levelekbdl centrifugalassal kinyertiik, majd kis mennyi-
ségli pufferben felszuszpendaltuk a kloroplasztokat. A 13-HPOT hasitasahoz alkalmazhatdé enzimet pedig
z06ldpaprikabol nyertiik ki, szintén membrankotott formaban gy, hogy az elhomogenizalt sejtalkotorészek
membranjait kalcium-kloriddal kicsaptuk, majd centrifugalas utan kevés pufferoldatban felszuszpendaltuk.

3.5. A 13-HPOD hasitasa

A hasitas id6beli lefolyasat 4 mmol/l szubsztratkoncentracioval, kiilonbdz6 mennyiségli enzimmel, pH
9,0-en, 25 °C-on, 4 ml-es reakciokkal vizsgaltuk (2. abra). Mint az abran lathato, 0,375 U/ml — vagy nagyobb
— enzimkocentracio esetén a hasitas kb. 30 perc alatt lejatszodik, a megmaradt szubsztrat tobb enzim alkalma-
zasakor sem alakul 4t. Ezutan megprobaltuk ndvelni a szubsztratkoncentraciot valtozatlan enzimmennyiség
mellett, de ez jelentGsen csokkentette a hozamot, amint azt a 3. tablazatban feltiintetett adatok mutatjak. Ah-
hoz, hogy megfelel6 hozamot tudjunk elérni, a szubsztratkoncentracido névelésével egyiitt az enzimkoncentra-
ciot is aranyosan novelniink kellett.

13-HPOD koncentracio
(mmol/1)

1d6 (perc)

2. 4bra
A 13-HPOD hasitasanak idobeli lefolydsa kiilonbozd enzimkoncentrdciok esetén
Jelolések: ® 0,125 U/ml, A 0,25 U/ml, m 0,375 U/ml, o 0,5 U/ml enzimkoncentracio
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3. tablazat
A szubsztratkoncentracio novelésének hatasa a 13-HPOD hasitasanak hozamara

13-HPOD koncentricié (mmél/l) E“Z““(lg’/‘l‘:ﬁ‘)‘tm“’ HE’;S‘“
4 0,375 84,6°9,8
7 0,375 39,7542
7 0,658 87,7563
10 0,934 71,0443
12 1,125 732%8.7
15 1,408 81,01 12,0

Amikor 13-HPOD helyett a napraforgéolaj hidrolizatum hidroperoxidaciés reakcidelegyét hasznaltuk
kiindulasi anyagként, a hozam 55%-ra csokkent. Ennek oka valdszinlileg az, hogy a napraforgoolaj
hidrolizatumban jelenlevé egyéb zsirsavak gatoljak a hidroperoxid lidz enzimet. Ennek ellenére indokolt a
napraforgoolaj hidrolizatum hasznalata, mivel sokkal olcsobb. A méretnovelés mar nem befolyasolta a hasita-
si reakcié hozamat, az 500 ml-es reakciok atlagos hozama 54 % volt.

3.6. A 13-HPOT hasitasa

A 13-HPOT hasitasanak idébeli lefolyasat 15 mmol/l szubsztratkoncentracio mellett, kiilonb6z6 meny-
nyiségli enzim alkalmazasaval, pH 7-en, 25 °C-on vizsgaltuk. Azt a meglep6 eredményt kaptuk, hogy a kelet-
kezett hexenal koncentracioja a tizedik percben a legmagasabb, majd ezutan folyamatosan csokken (3. abra).

(mmol/1)

—+—(,8 U/ml enzimkoncentracio
2 A —e— 1,2 U/ml enzimkoncentracio
4 - - o- - 1,6 U/ml enzimkoncentracio

Hexenal koncentracio

0 -‘I' T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
1d6 (perc)
3. abra

A 13-HPOD hasitasanak idébeli lefolyasa

Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az enzimkivonatban egy szamunkra hatranyos, a terméket tovabb ala-
kité enzim is jelen van, amelyet megprobaltunk egyszerii médon (ammoénium szulfatos frakcionalassal ill.
ioncseréld kromatografiaval) eltavolitani, de ez nem sikeriilt. A nemkivanatos enzim jelenlétével tehat sza-
molnunk kellett, €s ennek figyelembevételével az optimalis reakcidoidot tiz percben hataroztuk meg.

crcr

ként lenolaj hidrolizatum hidroperoxidacios reakcioelegyét alkalmaztuk (4. tablazat).
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4. tablazat
A 13-HPOT hasitasanak optimalizadlasa

Enzimkoncentracio  13-HPOT koncentracio Hexenal koncentracio Hozam

(U/ml) (mmol/T) (mmol/l) (%)
10 5,609 56,0

0,4 15 6,2+1,5 41,3
20 5,6+ 1,4 28,0

10 6,8 +0,6 63,0

1,2 15 8,7+ 1,1 58,0
20 8,8+0,9 44,0

10 6,1+0,2 61,0

2,0 15 85+1,4 56,7
20 9,5+1,0 47,5

Mint lathato, a szubsztratkoncentracié ndvelésével a hozam mindhdrom vizsgalt enzimkoncentracié ese-
tén csOkkent. A méretnéveléshez az 1,2 U/ml enzimkoncentraciot és a 15 mmol/l szubsztratkoncentraciot va-
lasztottuk ki, tekintve, hogy ezek alkalmazasaval viszonylag magas hexenal koncentracid érhet6 el és még a
hozam is elfogadhat6. A méretndvelés hatdsara a hozam jelentésen csokkent, az 500 ml-es reakcidk atlagos
hozama 37 % volt.

3.7. Az aldehidek kinyerése a reakcioelegybol

A hasitasi reakciokban keletkezett aldehideket a reakcidelegyekbdl vizgézdesztillacioval nyertiik ki,
amit megkonnyitett az, hogy vizzel viszonylag alacsony forrasponti azeotrop elegyet képeznek. A hexanal
forraspontja 131 °C, azeotropja, melynek forraspontja 90,6 °C, 75 % hexanalt tartalmaz, mig a transz-2-
hexenal forraspontja 147 °C, azeotropja 51,4 % transz-2-hexenalt tartalmaz és forraspontja 91,5 °C [13]. La-
boratériumi méretben nem tudtuk egy desztillalasi 1épésben kiilon fazisban kinyerni az aldehideket, ehhez
ismételt vizgdzdesztillaciokra volt sziikség.

A kinyert hexanal 77 %-os tisztasagl volt. Az ismételt vizgdzdesztillaciok soran a cisz-3-hexenal nagy
része transz-2-hexenalld izomerizalodott. Mig a 13-HPOT hasitasi reakcidelegye 16 % transz-2- és 72 % cisz-
3-hexenalt tartalmazott, a kiilon fazisban kapott nyers termékben 78,6 % volt a transz-2- és 10,0 % a cisz-3-
hexenal.

IRODALOM

[1] Whitehead, I. M., Muller, B. L., Dean, C. Cereal Foods World 1995, 40, 193-197.
[2] Drawert, F., Tressl R., Heimann, W., Emberger, R., Speck, M. Chem. Microbiol. Technol. Lebensm. 1973, 2, 10-
22.

[3] Galliard, T., Matthew, J. A., Wright, A. J., Fishwick, M. J. J. Sci. Food Agric. 1977, 28, 863-868.

[4]  Axelrod, B. Food Related Enzymes, Whitaker, J. R., Ed., ACS, Washington, 1974, pp 324-348.

[5] Kim, L. S., Grosch, W. J. Agric. Food Chem. 1981, 29, 1220-1225.

[6] Stone, E. J., Hall, R. M., Kazeniac, S. J. J. Food Sci. 1975, 40, 1138-1141.

7] Axelrod, B., Cheesbrough, T. M., Laakso, S. Methods Enzymol. 1981, 71, 441-451.

8] Marczy, J. Sz., Simon, M. L., Mozsik, L., Szajani, B. J. Agric. Food Chem. 1995, 43, 313-315.

] Zimmerman, D. C., Vick, B. A. Plant Physiol. 1970, 46, 445-453.

0] Weber, F., Laskawy, G., Grosch, W. Z. Lebensm. Unters.-Forsch. 1974, 155, 142-150.

1] Matoba, T., Hidaka, H., Narita, H., Kitamura, K., Kaizuma, N., Kito, M.J. Agric. Food Chem. 1985, 33, 852-
855.

[12] Németh, A. Sz., Szajani, B., Méarczy, J. Sz., Simon, M. L. Biotechnol. Tech. 1998, 12, 389-392.

[13] Harsley, L. H. Azeotropic Data II., Am. Chem. Soc., Washington, 1965.

68 Miiszaki Szemle e 39—40



