Tepelna degraddcia chlorofylu
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Chlorofyl, zelené farbivo rastlin puta pozornost ako rastlinnych fyziolégov
a biochemikov, tak i potravinarskych technolégov, pravda, kazdého z iného
hladiska. Biochemici skumaju cesty, po ktorych sa uberd fotosyntéza, s posled-
nym cielom zlep$it jej uc¢innost, pripadne nahradif ju syntézou in vitro, aby
sa mohol nasytit stdle rastuci hlad hrozivo sa zviéSujucej populdcii na zeme-
guli.

Potravindrskych technolégov trapi farebni nestdlost zelenych vyrobkov, ako
su zeleny hraSok, fazulka a uhorky, najmi v kyslom naleve. Vela pozornosti
sa venuje kinetike tychto zmien, ako tomu nasvedcuje napr. priaca Schanderla
a spol. (1) a iné. Vypracovali sa analytické metédy, ktoré dovoluju stanovit
nielen celkovy obsah chlorofylu, ale aj jeho komponenty, resp. degrada¢né
produkty (2—6). Tato praca chce byt malym prispevkom k uvedenej problema-
tike, s ktorou sme sa zaoberali pri sledovani tepelnych zmien prebiehajticich
pri pasterizaénych a sterilizaénych zésahoch na produkty rastlinného pévodu.

Praca obsahuje niektoré poznatky, ziskané pri modelovych pokusoch s ¢&isty-
mi komponentami chlorofylu pri pasterizaénych teplotach. Feofytiny vznikajua
z prislusnych chlorofylov stratou komplexne viazaného horéika najmi po kys-
lej hydrolyze.

Pracovny postup
z) Modelové pokusy

Cisté preparaty chlorofylov a a b, vhodné pre modelové pokusy si u nas
5o costupné. Pritom aj obchodné preparaty treba cistif, lebo pocas sklado-
moze dojst ku konverzii na feofytiny. Pripravili sme si preto potrebné
¢iste preparaty laboratérne (11, 12), v podstate podla metédy Smitha a Beni-
tezz (2) chromatografiou na stlpei cukru s prisadou skrobu. Pre analytické
ucely sme adaptovali delenie na tenkej vrstve silikagelu podla Horvatovi¢ovej-
Haspelovej (7).
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Z viacerych skusanych kombindcii sa ndm najlepsie osveddilo nasledovné
zloZenie silikagelovej vrstvy:

30 g silikagel CH 5—40

1,5 g CaCOg

4,0 g CaSO4

90 ml roztoku kyseliny askorbovej 5.10° M.

K dobrému rozdeleniu rastlinnych pigmentov dochadzalo behom 10—-20 mi-
nut. ZloZenie pohyblivej fazy je lahky benzin, izopropylalkohol a voda v po-
rnere 100 : 10 : 0,25.

Cistotu ziskanych preparatov sme preverovali premeranim spekira v oblasti
400—700 nm, kde su vyznatné absorptné maximd chlorofylov a prislusnych
{eofytinov vo viditeInej oblasti. Cisté preparaty chlorofylov sme skladovali
pri teplote —12 °C v aceténovom roztoku.

V modelovych pokusoch sme sledovali vplyv teploty na chlorofyly pri tep-
lotach 30, 40, 70, 80 a 90°C. Ako rozpustidlo sme pouzivali pre teploty do
50 °C acetéon a cyklohexanén pre teploty nad 50 °C. Obchodné preparaty cyk-
lohexanénu bolo treba pred pougitim dékladne a zdlhavo zbavovat zvyskov
kyselin pretrepadvanim s praskovou potagou.

Vhodnt koncentraciu vodikovych idnov sme dosahovali pridavkom 20 ml
kyseliny solfnej koncentracie 5.10% M do 80 ml vhodne zriedeného roztoku
pigmentu, aby sa odéitané hodnoty extinkeii pohvbovali v rozmedzi 0,2—0,8.
Lepsie ako zriedena kyselina solné, ktora sposobovala niekedy zakaly, osved¢il
sa nam pridavok kyseliny sfavelovej v acetdne, resp. v cyklohexanone. PouZi-
vali sme koncentraciu 0,05—0,1 molarnu.

Skumavky s roztokmi chlorofylov a kyseliny sme zohrievali vo vodnom ter-
mostate, pri¢om vo vhodne zvolenych ¢asovych intervaloch sa odcitala extink-
cia na spektrofotometri VSU-1 firmy Zeiss, Jena. Ako blank slizil roztok ky-
seliny rovnakej koncentracie ako vo vzorke v ¢istom rozpustidle. Vysledok
merani, vlastne vypocet rychlostnych konstant z tychto merani je v fabulke 1
pre chlorofyl ¢ a v tabulke 2 pre chlorofyl b.

Rychlostné konstanty z tychto tabuliek pouZzili sme na vypoclet priemernej
hodnoty aktivacnej energie pre rozsah meranych teplot. Vypocty sd uvedené
v tabulke 3 a 4. Aktivaénui energiu sme pocitali podla vzorea:

4.57 log ky/ks

= —

1/T—1/T,

kde k¢, ko su rychlostné konstanty pre teploty T, a To,
Ty, Ta absolutne teploty v ¢ K.

Diskusia

Rozborom dat ziskanych pokusmi podla zndmych metéd pouzivanych pri
ftudiu kinetiky (8—10) sme zistili, Ze kinetika degradacie chlorofylov v mode-
lovyeh roztokoch sa riadi podla reakcie prvého poriadku, aspoil pokial st
v roztoku vodikové iény v nadbytku. Pritom degradédcia chlorofylu a prebie-
hala za podmienok pokusu asi 2—3 razy rychlejsie ako degradacia chlorofylu b.
Pomaly priebeh degradacie chlorofylu b, najmi pri nizsich teplotach je pridi-
nou odchyTky v poslednom stlpci tabulky 4 pre teploty 30 a 40 °C.
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Tab. 1. Rychlostné konStanty pre chl. ¢ Tab. 2. Rychlostné konstanty pre chl.
Teplota °C k.103/r;ﬁn. Teplota °C k.103/min.
30 10,25 + 0,16 30 4,03 4 0,06
40 17,50 + 0,01 10 5,04 - 0,02
70 116,8 - 0,01 ! 70 31,3 4+ 0,06
80 170,6 + 2,1 80 46,5 + 0,01
90 —|—224,8 +1,15 90 82,0 4+ 0,8

Tab. 3. V¥polet aktivadnej energie E pre chlorofyl a

| t°C L 2 1000/T AT keafky 1g e/l le—i B
30 303 3,300
. 0,105 1,71 0,2330 2,21 10,1
} 40 313 . 3,195 .
0,280 6,67 0,8241 2,94 13,4
70 343 2,915
0,082 1,46 0,1644 2,00 a1
80 353 2,833
0,078 1,32
00 363 2,755
E =99 4 0,9. 103 cal/mol




T ab. 4. Vypocet aktivaénej energie E pre chlorofyl b

| | 1 ]
| | | N log
| t°C I T°K 1000/ T AT kofk Lol - E
I | / 2/l gkl AT
— | _
| 30 303 3,30 |
A | A (— L
0,105 1,25 0,0069 0,92 4,2
40 313 3,195 |
i | |
0,280 6,21 [ 0,7931 2,83 12,9
70 | 343 2,915
| —=1 : |
[ 0,082 1,49 0,1732 2,11 9,6
80 353 2,833
0,078 1,76 0,2455 3,15 14,4
90 363 2,755 S = 41,1
E = 10,28 -+ 1,69 . 103 cal/mdl.

Hodnota aktivadnej energie vychadza stihlasne s hodnotou uvadzanou Schan-
derlom a spol. (1). Nizka hodnota aktivaénej energie indikuje labilnost chloro-
{ylov vodi irreverzibilnej strate hor¢ika vplyvom vodikovych iénov. Je to cit-
livy indikdtor technologickych alebo inych zisahov, ktorymi surovina presla
pri svojom spracovani.

Zaver

Sledovali sme rychlost straty horéika a premenu chlorofylov na prisluiné
feofytiny v modelovych pokusoch, ako zavisi na teplote a to v rozsahu 30—90 °C.
7, pokusnych dat sme vypocitali rychlostné konstanty, pricom sme zistili, Ze
premena chlorofylov ma feofytiny za podmienok panujucich v pokusoch pre-
bieha podla reakcie prvého poriadku. Chlorofyl a sa pritom frikrat rychlejsie
menil na prislusny feofytin ako chlorofyl b.

Vypocitané aktivaéné energie pre woba chlorofyly si prakticky rovnaké
a maju hodnotu priblizne 1.10% cal/mol. Nizka hodnota aktivaénej energie indi-
kuje labilitu vazby horéika v chlorofylovej molekule.
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Suhrn

V modelovych pokusoch sme sledovali kinetiku degradécie chlorofylov na
prislusné feofytiny v rozmedzi teplot 30—90 °C, vypocitali sme rychlostné kon-
$tanty a priemerné hodnoty aktivaénej energie pre oba chlorofyly.

Premena chlorofylov na feofytiny sa riadi podla reakcie prvého poriadku.
Aktivatné energie pre oba chlorofyly (a, b) su prakticky rovnaké. Nizke hod-
noty aktivaénej energie poukazuju na labilitu vizby horéika v molekule chlo-
rofylu.
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TennorHas gerpaganus xJaopoduina

Brsoam

B mopenblEIX ONBITAX MBI UCCIENOBAIM KUHETHKY JleTPAfalni XI0pOPHITa HA COOTBET-
crpytoniie QeoUTIHBL B IpaHunax TeMmeparypsl oT 30—90 °C. MEI BEIYHCIMIM KOHCTAHTHLL
CHOPOCTH W CcPeflHMe BeJIMYNHE! AKTHBAIMOHHON 9Hepruu AjdA o0a Xiaopoduiia.

Ilepemena xaopoduinoB HA GeofUTIHEI PYKOBOACTBYETCS 10 PEAKIHN IIEPBOrO OPARKA.
AKTUBAaLMOHHBIE dHEPTUN NJA XIOpOPHUIIOR (a, §), MpaKTHUeCKM Te ke cambie. Husune
BEJIMYMHEL AKTUBAITMORHON DHEPTHU CBUJIETEIbCTBYIOT O HeYCTONUMBOCTH CBA3M MAarIms
B MOJeRyJe XJopoduira.

The Thermic Degradaticon of Chlorophyl

Summary

In model experiments degradation kinetic of chlorophyl on respective pheophy-
tins in the range of temperature from 30—90 °C was followed and, velocity constants
and average valeus of activation energy for both chlorophyls were calculated.

The transformation of chlorophyls to pheophytins is according to the reaction of
the first order. Activation energies for both cnlorophyls (a, b) are practically equal.
The low values of activation energy point to the lability of the bond of magnesium
in a molecule of chlorophyl.




