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REAKCIA TANINU SO ZELATINOU

V. ZITKO, J. ROSIK
CSAV, Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Pri tanin—#%elatinovom &ereni ovocnych Stiav a vina vyznamni tlohu méa
elektricky naboj komplexov vznikajucich pri reakeii taninu so Zelatinou [1, 2].
V literature (napriklad [3—8]) nachiadzame mnoho prac venovanych reakeii
rastlinnych trieslovin so Zelatinou, kolagénom, pripadne s inymi ldtkami
bielkovinového charakteru.

Donedavna najrozsirenejSou tedriou, vysvetlujicou reakeiu taninu so zZela-
tinou, bola teéria H. R. Proctera a J. A. Wilsona. Podla tejto teérie
reakcia taninu so Zelatinou spoéiva v neutralizécii kladného naboja molekdl
Zelatiny zdpornymi nabojmi molekidl taninu a vo vyvloékovani takto vznik-
nutych nenabitych komplexov [8]. Hydrolyzovatelné triesloviny obsahuji
karboxylové skupiny s pK 4,23 [3]; nemaji v8ak koloidny charakter, ktory
predpoklada uvedena tedria. Hydroxylové skupiny trieslovin disociuji az pri
hodnotach pH okolo 8 [7], kde v8ak uz mnozstvo trieslovin viazanych Zela--
tinou prudko klesd [6]. W. Grassmann ukézal, Ze triesloviny sa kvantita--
tivne zrazaji kondenzadénymi produktmi modoviny a formaldehydu, kde.
jedinym druhom reaktivnych skupin je peptidicka skupina —CO—NH— [6]..
K podobnym zaverom o dominantnej tlohe peptidickej skupiny v reakeii
latok bielkovinového charakteru s rastlinnymi trieslovinami prichadza.
K. H. Gustavson pri sledovani védzby rastlinnych trieslovin na polyamid.
Z toho usudzuje, Ze pri reakeii taninu so Zelatinou sa molekuly taninu viazu.
na peptidické skupiny Zelatiny vodikovymi mostikmi prostrednictvom vodi--
kovych atémov fenolickych hydroxylovych skupin [6].

V predlozenej praci sledujeme zavislost elektroforetickej pohyblivostis
komplexov taninu a Zelatiny od ich vahového pomeru v sustave, a to pri
hodnotéch pH leziacich mimo oblasti flokulacie na kyslej, ako aj na alkalickej
strane izoelektrického bodu Zelatiny (pH 4,75). PretoZe nedochadza k floku-
lacii, priebeh reakcie sledujeme i meranim relativnej viskozity. Pouzity tanin
a Zelatinu sme okrem iného charakterizovali stanovenim poétu disociovatel-
nych skupin a ich disociaénych konstant. V oblasti flokuldcie sme urdili.
zavislost mnoZstva taninu viazaného Zelatinou od pH stanovenim voIného.
taninu. .

Experimentéalna &ast

V préci sa pouzila Zelatina pre potravindrske tudely ,,super extra® s obsahom 84,24 9,
susiny, 18,0 9, celkového dusika a 2,18 9%, popola. Demineralizécia sa uskutoénila me-
tédou J. H. Northrupa a M. Kunitza [9]; ziskany produkt mal 79,90 9 suSiny,
17,1 9, celkového dusika a 0,054 9, popola.

Pouzity tanin bol preparét ,,Gerbsdure rein Pulver DAB 6, vyrobeny VEB Berlin-.:
Chemie, Berlin Adlershof. Prepardt mal 90,2 9, susiny a 0,09 9, popola.
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Podet disociovateInych skupin a ich disociaéné konstanty sa stanovili potenciometric-
kou titrédciou 1 %, roztokov v dusikovej atmosfére. Zdvislost pH od mnoZstva pridanej
kyseliny, resp. lthu — titra¢nd krivka — vyhodnotila sa za predpokladu, Ze vietky
disociovatelné skupiny jedného druhu maji rovnaku disociadnd konStantu a Ze sa vzd-
jomne elektrostaticky neovplyvinuju [10]. Pri titrdcii roztoku Zelatiny v kyslej oblasti
sa pH meralo antiménovou elektrédou, ktord v tomto pripade poskytovala reproduko-
vateInejSie hodnoty nez vysokoohmovs sklend elektréda, ktord sa pouzila pri vietkych
ostatnych meraniach. Merania sa uskutocnili elektrénkovym kompenzaénym potencio-
metrom ,,Radiometer‘.

Pri vyhodnocovani titraénych kriviek sa vychddzalo z rovnice

72- = kn — kr, (1)
kde r = mnoZstvo viazanych iénov H+, resp. OH™ v ekv./g,
n = pocet centier asocidcie,
k = konsStanta asocidcie,
A = koncentrédcia volnych iénov H+, resp. OH™, ktord sa urdila zo vztahu A = a/f,
a = potenciometricky stanovend aktivita H+, resp. OH™,
f = aktivitny koeficient.

Aktivitné koeficienty v pripade kyseliny solnej sa brali z tabuliek [11], v pripade hydro-
xydu sodného z tabuliek [12]. MnoZstvo viazanych iénov sa uréilo podla vztahu

C=co—4, @)

kde C = mnozstvo viazanych iénov,
¢, = analytickd koncentracia iénov.

Molekulové vdha zZelatiny sa stanovila viskozimetricky na zéklade udajov G. Scat-
charda a spolupracovnikov [13]. M, = 53 000.

Molekulovd vdha taninu sa vypodcitala z hodnoty diftizneho koeficienta. Tento sa
stanovil v pristroji pre mikroelektroforézu Kern LK 30 pre 1 9, roztok taninu vo vero-
nalovom tlmivom roztoku o pH 2,27 metédou H. Labharta a spolupracovnikov [14].
Takto urdend molekulové védha taninu je 1100.

Na uréenie mnozstva taninu viazaného pri reakeii so Zelatinou sa stanovilo mnozstvo
volného taninu v roztoku po vyvloékovani komplexov taninu a zelatiny. Stanovenie
sa vykonalo meranim extinkcie vhodne zriedeného roztoku pri vlnovej dizke 275 mpu
na zdklade kalibra¢nej krivky. Na meranie sa pouzil spektrofotometer UVISPEC Hilger.

Elektroforetické sledovanie reakcie taninu so Zelatinou sa uskutocnilo pristrojom
Kern LK 30 vo veronalovom tlmivom roztoku. Pred meranim sa vzorky 24 hodin dialy-
zovali proti zékladnému tlmivému roztoku.

Relativna viskozita sa merala Ubbelohdeho viskozimetrom pri 20 °C.

Vysledky a diskusia

1. Zdwislost ndboja molekdl Zelatiny a taninu od pH

Charakteristiky disociovatelnych skupin Zelatiny stanovené potencio-
metrickou titraciou si uvedené v tab. 1. Pre porovnanie sa tu uvadzajd i hod-
noty uréené inymi autormi [15, 16], ako aj podet disociovatelnych skupin
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Tabulka 1

Disociovatelné skupiny zZelatiny

Potet Katz—Maurer Combet Ward
[15] [16] [17] Ozna-
Skupina pK - denie
ekv. 108 ek\'/. ekv. .105| pK ekv. 10| pK ekx'/.
g mol g g mol
karboxyl 87 46 3,60 113 4,35 113 4,28 65 Ny, kny
24,7 13 5,21 Ny, kny
imidazol — — — 7.5 6,70 4,5 6,90 3
o-amino — — — 1,9 8,20 — = 2
g-amino 49,5 26 9,70 38 — 39 9,82 21 my, b,y
- |
guanidin 37,8 20 — 46 — — — 30 My, msy

podla tddajov A. G. Warda [17] o obsahu aminokyselin v Zelatine po pre-
poditani na molekulovi vahu 53 000.

Rozdiel medzi stanovenym poétom karboxylovych skupin a ich poétom
podla [17] mozZno pripisat pritomnosti niektorych karboxylovych skupin
vo forme amidov. Imidazolové a «-aminoskupiny sa pri potenciometrickej
titracii stanovili spolu s e-aminoskupinami. Guanidinové skupiny v désledku
vysokej hodnoty pK nie je moZné titraéne stanovit. V dalsich vypodétoch
sa za zaklad brala hodnota pK = 12 [18] a ich podet sa stanovil z experimen-
talne uréenej hodnoty naboja molekuly Zelatiny pri pH = 7,0. (Z rovnice (3)
vyplyva, Ze pri pH = 7,0 je ndboj molekuly Zelatiny urdeny prave poétom
guanidinovych skupin.)

Zévislost ndboja molekil Zelatiny od pH sa odvodila na zaklade rovnice (1).
(Pod nébojom rozumieme mnoZstvo disociovanych skupin v ekvivalentoch
na 1 moél Zelatiny.) Asocidciou iénov H+, resp. OH™ sa neutralizuje naboj
prislusného centra asocidcie, preto podet nabitych skupin je n—r, pri¢om
tieto hodnoty sa vztahuji na 1 mél. Pre poéet nadbojov plati:

ay+ . ag+

+ ag+ 7 kp + ap+
V4

(J = nys P = my, my) (3)

’

q=m1+mz_n1_"z+zk.
7 7

kde m;, n, = podet disociovatelnych skupin podla oznatenia v tab. 1,
km,, kn, = prisludné kyslé disociaéné konstanty.

Zavislost naboja molekuly Zelatiny od pH je zndzornend na diagrame 1.
Rovnica (3) vystihuje experimentalne stanoveny priebeh v rozmedzi hodnét
pH 3—10.
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... stanovené hodnoty
xxx hodnoty vypoéitané z rovnice (4)

V.
moél

‘Charakteristiky disociovatelnych skupin taninu siu uvedené v tab. 2.

Tabulka 2
DisociovateIné skupiny taninu
Pocet
Skupina K Oznagéenie
P ekv. o5 ekv./mél p®
g
| karboxyl 70 0,77 4,33 ny, kpy
| fenol 470 5,17 760 ngs Fns
| fenol 350 3,86 10,60 ng, kg
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Pre poéet nabojov plati:

a
mmnmn s S

(J = 1,5 1y, M) (4)

Zavislost naboja molekuly taninu od pH je vyjadrend na diagrame 2.

2. Mnozstvo taninu viazaného Zelatinou

Pri viacerych hodnotach, pH v oblasti flokulacie sme stanovili mnozstvo
taninu viazaného Zzelatinou. Sledovali sme rdézne vahové pomery taninu
a Zelatiny pri konStantnej koncentracii Zelatiny 0,1 g/100 ml.

Ziskané hodnoty st zndzornené na diagrame 3 ako zavislosti mnoZstva

T
taninu viazaného 1 g Zelatiny (—Z-) od pH pri konstantnych hodnotach

viaz.

T
celkového vahového pomeru taninu a Zelatiny (—Z—) =

2l
10
Diagram 3. Zdvislost mnozZstva viazaného
taninu od pH.
na osi usediek: pH
na osi poradnic: mnozstvo taninu viazaného
T
1 g zelatiny (—
Z }viaa. 05
. T
Krivka a: {—) = 1,0;
Z N
z \ So
krivka b: ( = ) = 0,5; k. ~.
Z S \\ a
~
T —a ___oC S<b
krivka c: (—) = 0,2.
z 0

3. Elektroforetické sledovanie priebehu interakcie

Merania sa uskuto¢nili vo veronalovych tlmivych roztokoch o pH 2,27
a 7,33 pri koncentricii Zelatiny 0,25 g/100 ml. Zelatina i komplexy Zelatiny
s taninom vznikajice pri interakeii sa pohybuji ako jedna zdéna. Zavislost

T :
elektroforetickej pohyblivosti od A je uvedend na diagrame 4. Pohyblivost

1 % roztoku taninu pri pH 7,33 je — 17,50 . 10~° cm?/V . s, pri pH 2,27 je
+ 0,45 . 1075 cm?/V . s.
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Interakcia sa stidasne sledovala meranim relativnej viskozity systému.
Vysledky merania st uvedené na diagrame 5.

wn
| Y
S a =
06
05
0,41
0,3
02 o
0 025 05 075 72
Diagram 4. ! : po- o1 b g
hyblivosti komplexov taninu a zelatiny od
T
hodnoty pomeru —-.

7 0 025 05 075 72

na osi tsebiek: véhovy pomertaninukze-  pyo00m 5. Zvislost Specificke; viskozity
T

latine 2 od hodnoty pomeru >
na osi poradnic: elektroforetické pohybli- . y : 7 g
vost na osi useéiek: véahovy pomer taninuk ze-
\ s cm? latine —-
u . 10 V.5 7

Krivka a: interakeia pri pH 2,27; smer Ta osi poradnic: Specifickd viskozita 7g,
pohybu ku katéde, krivka b: interakcia Krivka a: interakcia pri pH 7,33, krivka b:
pri pH 7,33; smer pohybu k anéde. interakcia pri pH 2,27.

4. Vyhodnotenie experimentdlnyck idajov

Z vysledkov merani elektroforetickej pohyblivosti vyplyva rozdiel medzi
interakciou taninu so Zelatinou pri hodnotéch pH vyssich a niz$ich nez pH
izoelektrického bodu Zelatiny. Pri interakeii na kyslej strane izoelektrického
bodu (pH 2,27) sa elektroforetickd pohyblivost, a teda v prvom priblizeni
i naboj komplexov taninu a Zelatiny v podstate neli§i od elektroforetickej
pohyblivosti, resp. naboja samotnej Zelatiny. Pri interakeii na alkalickej strane
izoelektrického bodu Zelatiny zaporny naboj vznikajicich komplexov vzrasta

s rasticou hodnotou —Z—
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Naboj komplexu vznikajtceho pri interakeii taninu so Zelatinou sa moze
lisit od p6vodného naboja Zelatinovej molekuly, ak molekuly taninu pri in-
terakeii neutralizuji naboje niektorych disociovanych skupin Zelatiny alebo
ak molekuly taninu vnaSaji do vznikajicich komplexov vlastny néboj.
V prvom pripade by bol naboj komplexov taninu a Zelatiny pri interakeii
na kyslej strane izoelektrického bodu nizsi nez p6vodny nédboj Zzelatinovej
molekuly. Ziskané vysledky poukazuji na druhy mozny mechanizmus in-
terakcie. Molekuly taninu sa viazu vodikovymi mostikmi na peptidické
skupiny v molekule Zelatiny. Ak st molekuly taninu bez naboja (interakcia
pri pH 2,27), naboj vznikajucich komplexov je rovnaky ako poévodny naboj
Zelatinovej molekuly. Ak st molekuly taninu nabité zaporne (interakeia pri
pH 7,33), zdporny naboj komplexov taninu a Zelatiny vzrastd timerne s pod-
tom viazanych molekul taninu.

Kvantitativne vyhodnotenie zmien elektroforetickej pohyblivosti pri inter-
akeii taninu so Zelatinou je komplikované siiéasne prebiehajicimi zmenami
viskozity a polomeru dastic. Je v8ak mozné predpokladat, Ze sa tieto zmeny
do urditej miery kompenzuji. Z diagramov 4 a 5 vidiet, Ze pri nizkych hodno-

tach % v pripade interakcie pri pH 7,33 stdéasne vzrastd elektroforeticks
pohyblivost i viskozita prostredia. MozZno preto polozit

u=0C.q, (9)
kde u = elektroforetickd pohyblivost,

C = konStanta tmernosti,
¢ = naboj molekuly.

Pri pH 7,33 je naboj molekul Zelatiny a taninu (pozri diagram 1 a 2)
¢: = —13, resp. ¢t = —2,65 a pre naboj komplexu vznikajiiceho pri inter-
akeii bude platit:

T\m
g=—13—2,65- (7) N (6)
viaz.
T \m

kde (T) = podet moélov taninu viazanych na 1 mél Zelatiny.
viaz. ’

Upravou rovnic (§) a (6) dostdvame:

B N TN At 7
(Z)viaz._ ’ (70—_ )’ ()

T
kde (T) = podet gramov taninu viazanych 1 g Zelatiny,
viaz.

u = pohyblivost komplexu taninu so Zelatinou,
%, = pohyblivost Zelatiny.
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T
Z rovnice (7) vypoéitané hodnoty (T) pr = 0,2; 0,5 a 1,0 si 0,027;

Z viaz. ° Z
0,069, resp. 0,139.

KedZe zatial nie je vypracovani metéda umoziujica stanovit mnozstvo
taninu viazaného Zelatinou pre pripad, Ze interakcia prebieha mimo oblasti
flokulécie, sme niteni porovnat vypoéitané hodnoty s hodnotami extrapolo-
vanymi zo zdvislosti mnoZstva viazaného taninu od pH v oblasti flokulicie

T
(diagram 3). Pre hodnotu v = 0,5 a 1,0 nachadzame dobrid zhodu vypodita-

T
nych a extrapolovanych hodnét. Rozdiel v pripade 7 = 0,2 je zrejme spdso-

beny tym, Ze pri nizkych hodnotdch pomeru taninu k Zelatine mnoZstvo
viazaného taninu prakticky nezavisi od pH v oblasti flokuldcie a zadina
klesat aZ pri vyssich hodnotach pH.

Zaver

Z tdajov potenciometrickej titracie sme odvodili rovnice (3) a (4), ktoré
umoziuji vypoéitat naboj molekuly Zelatiny, resp. taninu. V pripade zndme;j
hodnoty mnozstva viazaného taninu je mozné pomocou rovnice (6) urdit
i naboj komplexu vzniknutého interakciou. Tieto hodnoty sd déleZitym
vodidlom pri sledovani tanin—zelatinového &erenia ovoenych $tiav a vina.

Naboj komplexov vznikajtcich pri interakeii taninu so Zelatinou zavisi
od naboja molekuly Zelatiny a od poétu viazanych molekil taninu a ich naboja.
Tento mechanizmus zodpoved4d stiéasnym nazorom na interakeiu taninu
so Zelatinou. Molekuly taninu sa viazu vodikovymi mostikmi prostrednictvom
fenolickych hydroxylovych skupin na peptidické skupiny v molekule Zelatiny.
Ak molekuly taninu nemaji vlastny naboj, nelisi sa ani ndboj vzniknutého
komplexu od pdvodného naboja Zelatinovej molekuly. Ak st molekuly taninu
nabité zaporne, ich zaporny naboj sa prejavi vo vyslednom naboji vzniknu-
tého komplexu.

~ Sthrn

Sledovala sa elektroforetickd pohyblivost komplexov vznikajicich pri
interakeii taninu a Zelatiny. Ak interakcia prebieha pri pH 2,27, elektrofore-
tickd pohyblivost komplexov taninu so Zelatinou nezavisi od pomeru taninu
k Zelatine v sledovanom rozmedzi 0,1—1,0 a v podstate sa nelisi od elektro-
foretickej pohyblivosti samotnej Zelatiny. Elektroforeticka pohyblivost kom-
plexov vznikajtcich pri interakeii pri pH 7,33 vzrastd s rasticim pomerom
taninu k Zelatine. ,

Pri pouZitom tanine a Zelatine sa stanovil poéet disociovatelnych skupin
a ich disociaéné konstanty. Uvadzaji sa rovnice pre zavislost naboja taninu,
resp. Zelatiny od pH.
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Na zidklade stanovenej elektroforetickej pohyblivosti a naboja molekdl
taninu a Zelatiny sa vypoditalo mnozstvo taninu viazaného Zelatinou pri
pH 7,33. Tieto hodnoty pre pomer taninu k Zelatine 0,5 a 1,0 sihlasia s hod-
notami stanovenymi extrapoldciou zavislosti mnoZstva viazaného taninu
od pH v oblasti flokuldcie.

PEAKIIAA TAHUHA C HKEJATUHON

B. 3UTKO, . POCUK

UCAH, Xumnueckuit mactutyT CrroBanko# akageMun HayK
B Bparuciase

BriBopsr

B paGoTe wucciegoBasiach 3jieKTpodopeTHUecKas IIOABHKHOCTh KOMILIEKCOB, HOJY-
YaOMUXCs NPY MHTEPAKIMA TAHMHA U 3kesaTHEB. Ecnu uaTepakuus npoxoxut npu pH 2,27,
To 3meKTpoopeTHIECKad NOABMKHOCTH KOMIUIEKCOB TaHMHA C JKENATHHOH He 3aBHCHT
OT BeCOBOTO OTHOIUGHHs TAaHHHA K JKeJIaTHHEe B HCCJIefyeMbIX rpaHunax szavermi 0,1—1,0
¥ B OCHOBHOM He OTJHMYaeTCsA OT 3JIeKTPO(OPeTHUeCKOH IOABMIKHOCTH CAMOIl KeJaTHHEI.
dnexrpodoperriecKas IOXBUKHOCTH KOMILUIEKCOB MNOJIYIAIOMUXCS NPH MHTEPAKIMH ODH
pH 7,33 Bospacraer ¢ yBenuuMBalOIUMCA OTHOLIEHHEM TAaHUMHA K KeJIaTHHE.

Y npHEMeHseMOro TAHMHA H JKeJATHHHE ONpelessloch KOJHYeCTBO TI'DYHI, CIIOCOOHBIX
K [JECCONMAIMU M MX KOHCTaHTH auccomuanuu. IIpuBojsiTcs ypaBHeHHsA NOKa3bIBaKOIMe
3aBHECAMOCTH 3aps/ia TAHMHA WM jKesaTHHEH oT pH.:

Ha ocHOBaHHMM oIpefenseMOil 3JIeKTPOPOpPeTHUeCKOH IOJBMIKHOCTH M 3apsffa MOJEKYJI
TaHMHA W JKeJATHHLL BHICUMTHIBAJIOCH KOJMYECTBO TAaHMHA BA3AHHOTO jKEJATHHOH mIpH
pH 7,33. 3Tu 3HayYeHMA NJA BeCOBOrO OTHOMIEHHMs TaHMHA K kejatume 0,5 m 1,0 spaaoTca
CXOJHEIMH CO 3HAUCHASMM OIIpefeAeMEIMH JKCTPAIOJsNWell 3aBECEMOCTH KOJHMYeCTBA
Bs3aHHOro TaHmHa oT pH B obnacte guoxrynsanum.

Hocrynuio B pexakmmo 25. 4. 1960 r.

INTERAKTION VON TANNIN MIT GELATINE

V. ZITKO, J. ROSIK

OSAV, Chemisches Institut an der Slowakischen Akademie der Wissenschaften
in Bratislava

Zusammenfassung

Es wurde die elektrophoretische Beweglichkeit von Komplexen, welche bei der Inter-
aktion von Tannin und Gelatine entstehen, verfolgt. Falls diese Interaktion bei einem
pH-Wert von 2,27 verlduft, dann héngt die elektrophoretische Beweglichkeit der Kom-
plexe des Tannins mit der Gelatine nicht vom Gewichtsverhiltnis des Tannins zur
Gelatine im untersuchten Bereich von Werten 0,1—1,0 ab und sie unterscheidet sich
im wesentlichen nicht von der elektrophoretischen Beweglichkeit der Gelatine allein.
Die elektrophoretische Beweglichkeit der bei der Interaktion beim pH-Wert 7,33 ent-
stehenden Komplexe nimmt mit wachsendem Verhiltnis des Tannins zur Gelatine zu.
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Bei dem verwendeten Tannin und der Gelatine wurde die Zahl der dissoziationsfiahigen
Gruppen und ihre Dissoziationskonstanten bestimmt. Es werden die Gleichungen fiir
die Abhingigkeit der Ladung des Tannins, resp. der Gelatine vom pH-Wert angefiihrt.

Auf Grund der ermittelten elektrophoretischen Beweglichkeit und der Molekiilladung
des Tannins und der Gelatine wurde die Menge des an die Gelatine gebundenen Tannins
beim pH-Wert 7,33 berechnet. Diese Werte fiir das Gewichtsverhéltnis des Tannins zur
Gelatine — 0,5 und 1,0 — stimmen mit jenen Werten iiberein, die durch Extrapolation
der Abhingigkeit der Menge des gebundenen Tannins vom pH-Wert im Ausflockungs-
gebiet bestimmt wurden.

In die Redaktion eingelangt den 25. 4. 1960
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