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Vplyv organickych kyselin na stabilitu betaninu

ROLANDO CRUZ ALTAMIRANO—MILAN DRDAK —PETER SIMON
— ALICA RAJNIAKOVA  JOLANA KAROVICOVA

Sthrn. V modelovych roztokoch kyseliny octovej. mliecnej. vinnej a citronovej (pH 5.4)
sa sledoval rozklad betaninu pri teplote 75°C v pravidelnych ¢asovych intervaloch. Z name-
ranych hodnot sa vypocitali kinetické paramete (rychlostna konstanta. pol¢as rozkladu) pre
reakciu 1. poriadku klasickou metodou a rozpracovanou Guggenheimovou metoédou. Dru-
hou metodou sa odstranila systematicka chyba (absorbancia reakénych produktov). ¢o sa
prejavilo na hodnotach kinetickych parametrov a na hodnote korelacnych koeficientov.
Vypocitané rychlostné konstanty boli v druhom pripade priblizne dvakrat viicsie ako pri
klasickej metode. Za danych podmienok sa neprejavil vplyv anionu kyselin na rychlost
rozkladu betaninu. ale iba vplyv protonu.

Bohatym zdrojom prirodnych farbiv je Cervena repa (Beta vulgaris var.
rubra). Skupina farbiv v cCervenej repe sa oznacuje ako betalainy (Cervené
farbiva — betakyaniny. 71té farbiva — betaxantiny). Cervené farbiva predstavu-
je Cervenofialovy betanin. ktory prezentuje 7595 % v3etkych farbiv. Dalsimi
Cervenymi farbivami su izobetanin, prebetanin a izoprebetanin.

Stabilitu betaninu ovplyviuje pH prostredia, teplota. kyslik. svetlo a vodna
aktivita [1—9]. Doteraz publikovaneé prace pokladaju za najdolezitejsi vplyv pH
prostredia v rozmedzi 3—7. Uvedeni autori sa zhoduji na priebehu reakcie
podla kinetiky 1. poriadku.

V predkladanej praci sme sa zamerali na Studium vplyvu organickych kyselin
na stabilitu betaninu. Kyselina izoaskorbova a L-askorbova sa pouzili v publi-
kovanych pracach vzhladom na ich antioxida¢né podsobenie v modelovom
systéme [10, 11]. Skamali sme vplyv kyseliny octovej. vinnej. citronovej a mliec-
nej na destrukciu betaninu v oblasti jeho najvyssej stability (pH hodnota okolo
5) ako beznych potravinarskych kyselin.
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Material a metody
Izolacia betaninu

Na izolaciu betaninu sme pouzili modifikovani metodu [12]. Pred izolaciou
sme vyuzili postup vyroby koncentratu farbiv z ¢ervenej repy. ktory sme vypra-
covali [13]. Postup pozostava z rozdrvenia ¢ervenej repy, lisovania, odstredenia
(3000 min ', pasterizacie (90-—95°C, 1 min) a fermentacie. Pasterizovant §tavu
sme inokulovali 5% Saccharomyces oviformis (Tokaj 76 D V 10-25-34) zo
zbierky KVUVYV v Bratislave. Fermentacia Stavy po tprave pH na 5.5 a pri
teplote 28 °C trvala 48 h. Po odstredeni sme Stavu koncentrovali pri 40°C na 1/5
povodného objemu. Koncentrat farbiv sme rozdelili na kolonie Sephadexu
G-25 (40 x 360 nm). Farbiva sme eluovali 1 % kyselinou octovou a rozdelili na
5 frakcii. Prva reprezentovala skupinu zltych dusikatych farbiv (vulgaxantiny).
Druha frakcia bola cervena az Cervenofialova a pozostavala z betaninu a izobe-
taninu. Tretiu frakciu predstavovala zmes aglykonov betanidinu. Tretiu frakciu
predstavovala zmes aglykonov betanidinu a izobetanidinu. Poslednt zonu tvo-
rila kyselina betalamova [14]. Izolovanu betaninovu frakciu sme odparili pri
25°C vo vakuovej odparke a koncentrat lyofilizovali (Leybold-Heraeus GT-2).
Suchy preparat sme potom rekrystalizovali 0.2 % HCl pri 4°C. Cistotu betani-
nu sme overili stanovenim absorpéného koeficientu A}’ = 1160 (Specord
UV/VIS. Carl Zeiss, Jena).

Priprava vzoriek
Betanin sme rozpustili v redestilovanej vode, ktorej pH sme upravili na
hodnotu 5.4 zodpovedajucou kyselinou (octova, mlie¢na, citronova, vinna).
Pripravené vzorky po vytvoreni N, atmosféry sme po uzatvoreni zahrievali pri
75°C (4 0.1).

Sledovanie Ubytku betaninu

Absorbanciu sme merali pri 537 nm (Spekol 11, Carl Zeiss, Jena) na zacdiatku
a v konstantnych ¢asovych intervaloch v 1 cm kyvetach.

Vysledky a diskusia

Z hladiska posudenia stability prirodnych farbiv je dolezité sledovanie ich
ubytku na zaklade kinetickych merani. Vysledky studie termodeStrukcie betani-
nu pri 75°C pri konStantne] hodnote pH (5.4) docielenej v potravinarstve
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vyuzivanymi kyselinami s zndzornené na obr. | (kyselina citronova a vinna)
a na obr. 2 (kyselina octova a mlie¢na). Priebeh zmien je na obrazkoch kvoli
lepSej ilustracii znazorneny v tvare log R = (1), kde R je retencia betaninu a Tje

log R
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Obr. 1. Priebeh zmien retencie betaninu pocas zahrevu pri 75°C v pritomnosti kyseliny citronovej
(1) a vinnej (2).
Fig. 1. Time behaviour of betanine retention during the heating at 75°C in the presence of citric (1)
and tartaric (2) acid.
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Obr. 2. Priebeh zmien retencie betaninu pocas zahrevu pri 75°C v pritomnosti kyseliny mlie¢nej (3)
a octovej(4).
Fig. 2. Time behaviour of betanine retention during the heating at 75°C in the presence of lactic
(3) and acetic (4) acid.
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cas zahrevu. Priebeh zavislosti, ako aj testovanie priebehu funkcie potvrdilo
predpoklad reakcie 1. poriadku. Z nameranych hodnot ubytku betaninu sme
vypocitali rychlostné konstanty (reakcia 1. poriadku) a polcas rozkladu 7.
Vysledky spolu s korelacnym koeficientom za predpokladu linearneho priebehu
su zhrnute v tab. 1.

Tabulka 1. Rychlostné konstanty A, pol¢asy rozkladu 7, a korelaéné koeficienty r, pre tepel-
nu degradaciu (75°C) betaninu v modelovych roztokoch kyselin pre klasicka a Guggenheimovu
metodu
Table 1. Rate constants k. half-life periods 7, and correlation coefficients ry related to the
thermal degradation (75°C) of betanine im model acid solutions for classical and Guggenheim

method
Klasicka metoda' Guggenheimova metoda®
Kyselina® | 4 o2 7 . k. 10° 7, )
[min '] [min] b [min '] [min] 5
29.85 59.97
4 ol 2329 - _ 3
octova pzay | T 0.9441 +407 11.55 0.9803
- 30.37 B, __ 55.08 5
mlie¢na +291 22.82 0.9610 +2.07 12,58 0.9944
; 28.89 5 53.28
‘inna’ 23. —0.954 3y —0.
vinna +2.99 99 0.9549 +4.06 13.01 0.9775
P 31.20 B B 54,29 5
citronova sumy | 2% 0.9719 +2.60 12,77 0.9910

| Classical method. 2 — Guggenheim method. 3 — Acid. 4 — Acetic acid, 5 — Lactic acid,
6 — Tartaric acid, 7 — Citric acid.

Vysledky ziskané klasickou metodou a ich hodnoty pre rychlostnu konstantu
a polcas rozkladu zodpovedaji doteraz nameranym hodnotam [8, 9] s tym, Ze
uvazuju znimu pociato¢nu koncentriciu betaninu.

V tab. 1 pre porovnanie uvadzame i vysledky ziskané Guggenheimovou
metodou. Pri merani kinetickych parametrov sme totiz zistili, Ze po urCitom
¢asovom intervale, ktory s najvic¢iou pravdepodobnostou zodpoveda iplnému
odburaniu ¢ervenych farbiv, sa hodnota absorbancie v dlh§om ¢asovom inter-
vale nemeni a je 0,05. Potom teda celkovu absorbanciu 4 mozno vyjadrit ako
sumu absorbancie betaninu a degradac¢nych produktov.

A=A+ 4, (1)

kde 4, a A, st hodnoty absorbancie pre stav betaninu a produktov. Rovnicu
(1) mozno prepisat na tvar
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A = §Cyl + ¢,C,l, (2)

kde ¢, a ¢, su absorpcné koeficienty betaninu a produktov, C, a C, su zodpove-
dajuce koncentracie a / je hribka kyvety. Celkovo mozno rozklad betaninu
vyjadrit rovnicou

betanin — produkty (3)
¢o je zrejmée, ked C,, a C, su spojené vztahom
C, + C, = G, (4)

kde C, je poc¢iatocna koncentracia betaninu. Kombinaciou rovnice (2) a (4) sme
ziskali vztah

A= (& — &) Cpl + £,Cyl. (5)

Za predpokladu, ze rozklad betaninu sa riadi reakciou 1. poriadku prechadza
posledna rovnica na tvar

A=(& —€)IC,e "+ ,Cyl, (6)

kde & je rychlostna konstanta rozkladu betaninu. Podmienka pre stanovenie
betaninu je vyber podmienok ked g, > ¢,. Vtedy na zaciatku rozkladu. ked
T — 0, je druhy ¢len zanedbatelny a rozklad sa riadi reakciou 1. poriadku. Na
konci reakcie, pre 7— o0, prvy ¢len v rovnici (6) zanika a absorbancia ma
konStantnt hodnotu. Najjednoduchsie ziskanie rychlostnej konStanty z rovnice
(6) je vypocet diferencie.

A, — A, = (& — &) IC, (1 — e *neh, (7)

kde A4, je absorbancia v Case ta 4, je absorbancia v Case (7 + A71). Zavislost In
(A, — A,) = f(7) bude linearna, ked smernica ma negativnu hodnotu rychlos-
tnej konstanty a Usek na suradnicovej osi je In (&, — &,)/C, (1 — e **"). Casovy
interval pri merani absorbancie musi byt konstantny (splnena podmienka stano-
venia betaninu). Tato metoda je znama pre priebeh reakcie 1. poriadku ako
Guggenheimova metoda [15]. Treba vsak povedat, Ze uvedena metdda bola
odvodena pre priebeh reakcie 1. poriadku pre neznamu pociatoénu koncentra-
ciu. V naSom pripade sme sledovali odstranenie systematickej chyby vyvolanej
absorbanciou degrada¢nymi produktmi.

Z tab. 1 vidiet, Ze rychlostna konStanta je priblizne dva razy vicSia pre
rozpracovanu Guggenheimovu metddu v porovnani s klasickou metodou. Od-
stranenie systematickej chyby, vylucenie pociato¢nej koncentracie (v prvom
Casovom useku sa mozu Ciastocne prejavit dalSie vplyvy urychlujuce rozklad
betaninu) viedli k tomu, Ze vypocitany korela¢ny koeficient pre Guggenheimovu
metodu je vo vSeobecnosti vyssi ako pri klasickej metode.
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Zaverom treba uviest. ze v skumanych systémoch roznych kyselin v oboch
pripadoch sa nenasiel Statisticky vyznamny vplyv pouzitej kyseliny na rychlost-
nu konstantu a polcas rozkladu. Mozno teda povedat, ze v oblasti hodnoty pH
najvyssej stability betaninu nie je rozhodujtci zdroj protonu pre rozklad betani-
nu a taktiez rozny anion kyseliny sa za danych podmienok experimentu vy-
znamne neprejavil.
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Do redakcie doslo 11. 9. 1991

Organic acids influence on the betanine stability
Summary

In the model solutions of acetic, lactic, tartaric and citric acids (pH 5.4), betanine degradation
at 75°C in regular time intervals has been investigated. From the measured values, kinetic parame-
ters (reaction rate constant, half-life period) were calculated for first-rate reaction by help of classical
method and in process of completion Guggenheim method. Application of second mentioned
method resulted in the elimination of systematic error (reaction products absorbance), being
reflected in the values of kinetic parameters and correlation coefficients. In the second case.
calculated rate constants were approximately two times higher comparing with classical method.
Under stated conditions, anione acid influence on betanine degradation rate did not show up. but
only proton influence did.
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Biusinne opraHM4ecKHX KHCJIOT HA CTaOMILHOCTH OeTaHHHA
Pe3rome

B Mo/1e/1bHBIX pacTBOpax yKCYCHON, MOJIOYHON, BUHHOI 1 TMMOHHOI kuciaoT (pH 5.4) uccneno-
BasIoch pasnokenne GetanuHa npu temnepatype 75°C (+ 0.1) B pery/1sapHbIX HHTEpBAIaX Bpeme-
HH. W13 TMOTyyeHHBIX AAHHBIX BbIYMCIHIMCh KMHETHYECKHE TAPAMETPbI (CKOPOCTHAS KOHCTAHTA,
NepHO MOTypaciasia) a1s peakinu . mopsiika KJIaCCHYECKHM METOIOM U pa3spaboTaHHBIM MeTO-
oM [yrenresma. BTopeiM MeTO/10M YCTPAHHIIACH CHCTEMaTHYeCKas onbka (1015 MOrI0MEeHHO-
ro CBeTa MPOJAYKTOB pEaKIMM), YTO MOKA3a710Ch HA BEJIMYMHE KMHETHYECKHUX NMapaMEeTpOB M Ha
BEJIMYHMHY KOIPOUIMEHTOB KOPPEJISLUHUA. BbIYnCICHHBIE KOHCTAHTBI CKOPOCTU OBIIH BO BTOPOM
ciydae MpHOIM3UTEIBHO IBA PA3d BBILIE, YEM Y KJIdCCHYECKOro MeToia. Ilpu 2TUX ycioBusix He
[POSIBUIIOCH BIMSIHUE AHHOHA KMCIIOT HA CKOPOCTh Pa3/10KeHHs OETAHWHA, TOJIbKO BIMSHHE MPO-
TOHA.
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