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Úloha: Stanovení pálivosti paprik metodou kapalinové chromatografie 
 

Cíle úlohy:  Stanovit obsah kapsaicinoidů ve vzorcích paprik. 

  Vypočítat hodnotu pálivosti dle Scovillovy stupnice. 

 

Příprava: Zopakujte si teorii a metodiku extrakce na tuhou fázi. 

  Osvěžte si znalosti základních principů kapalinové chromatografie. 

  Zopakujte si metodu kalibrační křivky. 

  Zopakujte si zásady statistického vyhodnocení naměřených dat. 

 

Úvod: 

Papriky jsou v závislosti na vyráběném produktu používány jako barviva, zdroje vůně nebo pálivosti. 

Papriky se používají čerstvé, sušené, fermentované nebo je z nich extrakcí získáván oleoresin. Mohou 

být vcelku, sekané, hrubě mleté, jemně mleté se semeny/bez semen. 

Hlavním zdrojem pálivosti paprik jsou zástupci skupiny látek zvaných kapsaicinoidy. Chemické 

struktury vybraných členů této skupiny naleznete v příloze na Obrázku 1. Nejvíce je zastoupen 

kapsaicin, následuje dihydrokapsaicin, v malém množství pak nordihydrokapsaicin, homokapsaicin, 

homodihydrokapsaicin a další. Kapsaicin je bílá krystalická látka, rozpustná v tucích, bez chutě a bez 

zápachu. Obsah kapsaicinu v chilli závisí na varietě, intenzitě slunečního záření a teplotě během 

pěstování, stáří plodu a na pozici plodu na rostlině. 

Kapsaicin je v oleoresinu1 velmi stabilní a nerozkládá se během tepelné úpravy ani v průběhu 

dlouhodobého skladování. Naopak u papriky dochází během sušení při 60 °C na 8% vlhkost ke ztrátě 

asi 10 %, po usušení a skladování při -16 °C je ztráta asi 1-2 % kapsaicinu za měsíc. Mletý prášek ztrácí 

až 5 % kapsaicinu za měsíc v závislosti na jemnosti mletí a skladovací teplotě. Prášek tedy není tak 

stabilní jako oleoresin2. 

Použitá metodika je oficiální metodou AOAC číslo 995.03. Metoda je použitelná pro stanovení 

750 – 650 000 Scovillových jednotek pálivosti (SHU) kapsaicinoidů v mleté a tlučené červené paprice, 

chilli paprikách, mletém kayenském pepři, mletých jalapeño papričkách a oleoresinů z červených 

paprik. Není použitelný pro práškové chilli nebo produkty obsahující oregáno či tymián. V návodu je 

uvedena i alternativní metoda, vhodná pro kratší laboratorní cvičení. 

  

                                                           
1
 Oleoresin je viskózní kapalina získaná opakovanou extrakcí organickým rozpouštědlem, například hexanem, 

etherem nebo ethylendichloridem, z mletého prášku jakékoliv Capsicum. Oleoresin tvoří v rozpouštědle micely. 
Rozpouštědlo je následně odpařeno při nejnižší možné teplotě, aby nedošlo ke ztrátám aromatických těkavých 
látek. K odstranění zbytků rozpouštědla se používá vysoké vakuum. Typická výtěžnost je 11,5-16,5 % v závislosti 
na rozpouštědle a druhu papriky. Existují tři typy oleoresinů: paprika (používaný jako barvivo), červená paprika 
(používaný jako barvivo a zdroj pálivosti) a Capsicum (používaný pro pálivost). 
2
 T. G. Berke and S. C. Shieh: Capsicum, chillies, paprika, bird’s eye chilli. In Handbook of Herbs and Spices. 111-

121. 
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Upozornění: Před začátkem práce se seznamte s pravidly bezpečnosti zacházení s organickými 

rozpouštědly a riziky práce s acetonem, acetonitrilem a etanolem. Látka N-vanillyl-n-nonanamid je 

extrémně dráždivá, neinhalujte ji! S organickými rozpouštědly nakládejte dle pokynů vedoucího 

cvičení. 

 

A. Princip metody 

Testovaný vzorek je extrahován v horkém etanolu za použití zpětného chladiče. V případě oleoresinu 

je prováděna extrakce na tuhou fázi. Následně je extrakt zfiltrován a dávkován do kapalinového 

chromatografu vybaveného UV respektive fluorescenční detekcí. 

B. Přístrojové vybavení 

Aparatura pro extrakci pod refluxem, stříkačkové filtry 0,45 m, aparatura pro extrakci na tuhou fázi, 

SPE kolonky se stacionární fází C18. 

Kapalinový chromatogram vybavený UV detekcí při 280 nm respektive fluorescenčním detektorem 

s excitací při 280 nm a emisí při 325 nm. Separační podmínky: teplota 25 °C, průtok mobilní fáze 1,5 

ml/min, isokratická eluce. Relativní retenční časy: N-vanillyl-n-nonanamid 1,00; nordihydrokapsaicin 

0,90; kapsaicin 1,00; dihydrokapsaicin 1,58. 

Chromatografická kolona C18, 150 x 4,6 mm, 5 m včetně předkolonky. 

C. Chemikálie 

Etanol, 95% nedenaturovaný, aceton, p.a., acetonitril, chromatografická čistota, destilovaná voda, 

kyselina octová, p.a..  

Příprava mobilní fáze: smíchejte 400 ml acetonitrilu s 600 ml vody obsahujících 1% kyselinu octovou 

(v/v). Odstraňte rozpuštěné plyny v ultrazvukové lázni nebo jinou vhodnou technikou. 

Příprava standardních roztoků:  

Standardní roztok A (jen pro analýzu paprik kromě chilli paprik): 0,15 mg N-vanillyl-n-nonanamidu/ml 

v etanolu. 

Standardní roztok B (jen pro analýzu chilli paprik): 0,015 mg/ml. Připravte desetinásobným zředěním 

roztoku A etanolem. 

Poznámka: Standard N-vanillyl-n-nonanamid i připravené roztoky chraňte před přímým slunečním 

světlem!3 

                                                           
3
 Stabilita standardních roztoků kapsaicinoidů: 

Rozklad vanillylnonanoátu, analogu kapsaicinoidů, byl studován v methanolických a ethanolických a jiných 
roztocích při 25 °C po dobu 400 hodin. K nejmenšímu stupni degradace došlo v ethylacetátu, chloroformu, 
hexanu či acetonu (asi 5 %), následoval dimethylsulfoxid (asi 50 %, t1/2 = 400 hod), metanol a etanol (asi 95 %, 
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D. Extrakce 

Poznámka: K zahřívání nikdy nepoužívejte otevřený oheň! Extrakci provádějte v digestoři! 

Mletá a drcená paprika: Přesně navažte asi 25 g papriky a vložte do 500ml zábrusové baňky, přidejte 

200 ml etanolu, několik skleněných kuliček a připojte zpětný chladič. Jemně vařte 5 hodin a ochlaďte. 

Zfiltrujte 1 – 4 ml vzorku přes 0,45 m stříkačkový filtr do vialky a použijte pro HPLC analýzu. 

Alternativní postup
4
: Každá skupina si donese svůj vlastní vzorek. Navažte 15 g pálivé omáčky nebo 3 g 

sušeného mletého chilli (diferenciálně). Poznamenejte si navážku a vzorek převeďte kvantitativně do označené 

125ml Erlenmeyerovy baňky. Pro spláchnutí pálivé omáčky použijte 95% etanol a doplňte objem na 50 ml. 

Některé omáčky vyžadují intenzívnější úsilí ke kvantitativnímu převedení z váženky do Erlenmeyerovy baňky. 

Dejte pozor na to, aby zbytky vzorku nezůstaly na stěnách a zábrusovém hrdle baňky. Do baňky se vzorkem 

vložte magnetické míchadlo, baňku položte na magnetickou míchačku s topením. Zahřívejte a míchejte po dobu 

30ti minut za slabého varu. Poté baňku ochlaďte. Během extrakce si připravte filtrační aparaturu. Do skleněné 

nálevky vložte filtrační papír a smočte jej etanolem tak, aby přilnul ke stěnám filtrační nálevky. Filtrát vylijte do 

připravené nádobky na odpad. Poté přefiltrujte obsah Erlenmeyerovy baňky do 100ml odměrné baňky. Filtrační 

papír propláchněte 3x etanolem (opatrně, abyste nepřekročili rysku odměrné baňky!). Poté doplňte odměrnou 

baňku po rysku, uzavřete zátkou a důkladně promíchejte. Vyvarujte se potřísnění! Kapsaicin je silně dráždivý 

pro kůži i oči. 

Oleoresin z červené papriky: Přesně navažte 1 – 2 g oleoresinu do 50ml odměrné baňky. V případě 

celkové koncentrace kapsaicinoidů menší než 1 % zvyšte navážku. Při navažování nepotřísněte stěny 

odměrné baňky. Do baňky přidejte 5 ml acetonu a protřepte obsah baňky tak, aby vzorek byl 

kompletně dispergován (žádný oleoresin nemá potahovat dno baňky, otočíme-li ji o 45°). Přidejte pět 

3 – 5ml podílů etanolu a po každém přídavku baňku opatrně protřepte. Doplňte baňku po rysku 

etanolem. 

Poznámka: V případě čerstvých chilli paprik je nutné je usušit. Před vlastním sušením se paprika zváží 

a poté se suší do konstantní hmotnosti při 60°C. Před vlastní analýzou se vzorek rozemele. Výtěžnost 

extrakce je ovlivněna zejména velikostí částic prášku rozdrceného vzorku, rozpouštědlem, způsobem 

extrakce a také jejím trváním. Proto se výsledky u stejných vzorků mohou v různých laboratořích 

lišit5. 

 

SPE extrakce: Vložte C18 SPE kolonku do otvoru ve vakuovém manifoldu, do něj postavte kádinku a 

na kolonku nadávkujte přesně 5,00 ml roztoku oleoresinu a nechte protéct. Poté promyjte kolonku 3x 

pěti ml etanolu (POZOR: všechny frakce stále sbíráte do jedné kádinky!). Doplňte obsah na 25 ml 

etanolem a promíchejte. Zfiltrujte 1–4 ml roztoku do malé skleněné vialky přes stříkačkový filtr o 

porozitě 0,45 m. Filtrát použijte pro HPLC analýzu. 

E. HPLC stanovení 

                                                                                                                                                                                     
t1/2 = 90 resp 70 hod.). Roztok vanillylnonanoátu není tedy stabilní v polárních protických rozpouštědlech. K 
rozkladu dochází SN1 solvolýzou za tvorby benzylového kationtu, který je stabilizován p-hydroxyskupinou. 
4
 http://jchemed.chem.wisc.edu/Journal/Authors/laboratory/example06/supp266.pdf 

5
 Figueiredo Santos, V. S., Caracterização Morfológica e Determinação da Pungȇncia em Pimentos Picantes, 

Disertační práce, Instituto Superior de Agronomia Universidade Técnica de Lisboa, Lisabon 2009. 
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Analyzujete-li chilli papričky, nadávkujte 20 l standardního roztoku B do systému. Při analýze jiných 

vzorků nadávkujte 20 l standardního roztoku A. Zopakujte analýzu po každých 6ti vzorcích nebo 

méně. Vzorek analyzujte ve dvojím opakování. Po 30ti analýzách vzorku propláchněte kolonu 100% 

acetonitrilem při průtoku 1,5 ml/min. Pro analýzu používejte mobilní fázi popsanou v sekci 

Chemikálie. 

F. Výpočet 

Kapsaicinoidy jsou zastoupeny zejména třemi hlavními složkami: nordihydrokapsaicinem (N), 

kapsaicinem (C) a dihydrokapsaicinem (D). Vypočtěte obsah kapsaicinoidů jako součet těchto látek 

(N+C+D; ve Scovillově stupnici pálivosti (SHU); 1 g celkových kapsaicinoidů/g = cca 15 SHU)6 

a) v případě UV detekce 

(1) mletá paprika a chilli paprika 

N = (Pn/Ps) x (Cs/Wt) x (200/0,98) x 9 300 

C = (Pc/Ps) x (Cs/Wt) x (200/0,89) x 16 100 

D = (Pd/Ps) x (Cs/Wt) x (200/0,93) x 16 100 

Kde Pn, Pc a Pd jsou průměrné plochy píků nordihydrokapsaicinu, kapsaicinu a dihydrokapsaicinu, Ps 

průměrná hodnota plochy roztoku příslušného standardu, Cs koncentrace standardního roztoku 

v mg/ml, Wt navážka testovaného vzorku v gramech. 

(2) oleoresin z červené papriky 

N = (Pn/Ps) x (Cs/Wt) x (250/0,98) x 9 300 

C = (Pc/Ps) x (Cs/Wt) x (250/0,89) x 16 100 

D = (Pd/Ps) x (Cs/Wt) x (250/0,93) x 16 100 

b) Fluorescenční detekce 

(1) Mletá paprika a chilli paprika 

N = (Pn/Ps) x (Cs/Wt) x (200/0,92) x 9 300 

C = (Pc/Ps) x (Cs/Wt) x (200/0,88) x 16 100 

D = (Pd/Ps) x (Cs/Wt) x (200/0,93) x 16 100 

(2) Oleoresin z červené papriky 

N = (Pn/Ps) x (Cs/Wt) x (250/0,92) x 9 300 

C = (Pc/Ps) x (Cs/Wt) x (250/0,88) x 16 100 

D = (Pd/Ps) x (Cs/Wt) x (250/0,93) x 16 100 

                                                           
6
 Dle současných metod výpočtu má čistý kapsaicin pálivost 16 000 000 SHU. 
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Pálivost vybraných druhů paprik a produktů z nich vyrobených dle Scovillovy stupnice pálivosti 

naleznete v Příloze 2. 

 

Úkoly a otázky do protokolu 

1. Uveďte následující chromatografické parametry: 

A) Retenční čas (tr) každého analytu – odečtěte z chromatogramu 

B) Definujte a vypočtěte počet teoretických pater kolony pro pík kapsaicinu a 

dihydrokapsaicinu (w1/2 je šířka píku v polovině jeho výšky) 

         
  
    

 

 

 

C) Vypočtěte rozlišení mezi píky kapsaicinu a nordihydrokapsaicinu a píky kapsaicinu a 

dihydrokapsaicinu. (  
  je pro pík, který je v daném páru eluován jako první,   

  pro druhý 

pík páru) 

   
  

 
  
   

 
  

  
 

    
   

   
     
  

 

  
  
 

  
  

D) Vypočtěte výšku teoretického patra (L je délka kolony v cm). 

  
 

 
 

2. Vytvořte kalibrační křivku (plocha píku vs. koncentrace analytu) pro kapsaicin a vypočtěte 

citlivost metody (směrnice přímky). Vypočtěte ji pro vlnové délky detekce 205 a 280 nm a 

zdůvodněte, proč se liší. Která kalibrační křivka je vhodnější pro další výpočty a proč? 

3. Vypočtěte Scovillovy jednotky pálivosti (SHU) pro váš vzorek. Jestliže je provedeno více, než 

jedno stanovení, uveďte 95% interval spolehlivosti. 

4. Jak se projeví vypočtené SHU na chuti vzorku? Je vzorek s vyšším SHU skutečně pálivějším? 

5. Jaká je barva extraktu? Je zde nějaká souvislost mezi barvou vzorku a SHV? Proč ano nebo 

proč ne? 
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Jméno:        Datum: 

Protokol z laboratorní úlohy: 

Stanovení pálivosti paprik metodou kapalinové chromatografie 

 

Laboratorní teplota:      Atmosférický tlak: 

 

Vzorek: 

Navážka standardu: 

 

Tab. 1 Koncentrace standardů a jejich složení 

 

 

Poznámky k vypracování protokolu: 
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Příloha: Obrázek 1. Chemické struktury vybraných kapsaicinoidů. 
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Příloha 2: Pálivost paprik a produktů z nich vyrobených 

Scovillovy jednotky pálivosti (SHU) Látka/paprika 

16 000 000 Čistý kapsaicin a dihydrokapsaicin 
9 100 000 nordihydrokapsaicin 
8 600 000 Homodihydrokapsaicin a homokapsaicin 
5 300 000 Policejní „pepřový sprej“ 
2 000 000 Běžný „pepřový sprej“ 
1 001 304 Naga-Bih Jolokia paprika 
923 000 Dorset Naga paprika 
800 000 Omáčka Satanova krev 
350 000 – 577 000 Červené habanero Savina (Capsicum chinense Jacquin) 
100 000 – 350 000 Habanero (Capsicum chinense Jacquin) 
30 000 – 50 000 Kayenská paprika, tabasco paprika 
5 000 – 10 000 Chipotle (uzená Jalapeno paprika) 
2 500 – 5 000 Jalapeno (Capsicum annuum) 
2 500 – 5 000 původní Tabasco® omáčka 
100 – 500 paprika 
0 Sladká paprika 
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Příloha: Další informace o kapsaicinu 

Zklidnění pocitu pálivosti v ústech 

Nejlepším nápojem pro zklidnění pocitu pálení po požití kapsaicinu jsou mléčné produkty, protože 

kasein přerušuje vazby mezi kapsaicinem a receptory bolesti. Navíc, kapsaicin je lipofilní látka, tedy 

rozpustná v tucích a nerozpustná ve vodě. 

 

Organoleptické stanovení pálivosti 

Wilbur Scoville vyvinul v roce 1912 metodu pro měření stupně pálivosti chilli paprik7. Test je založen 

na subjektivním testování pálivosti. Pro účely testu se přesná navážka sušeného chilli rozpustí 

v etanolu a ředí se sladkou vodou. Pět členů hodnotícího panelu testuje pálivost. Číslo pálivosti je pak 

stanoveno na základě toho, jak moc bylo nutné naředit původní extrakt sladkou vodou, tak aby právě 

tři hodnotitelé právě přestali vnímat pálivost v ústech. Pálivost se vyjadřuje ve stovkách SHU. Metoda 

je to subjektivní a proto se nyní používají analytické metody. Výsledky jsou pak vypočteny dle vzorce 

1ppm kapsaicinu = 16 SHU = 0,0001 % = 0,001 mg/g. Čistý kapsaicin má 16 000 000 SHU. 

 

Červené zbarvení paprik 

Červené zbarvení zralých paprik je způsobeno několika pigmenty se strukturou podobnou 

karotenoidům, včetně kapsanthinu, kapsorubinu, kryptoxanthinu a zeaxanthinu, které jsou přítomny 

ve formě esterů mastných kyselin. Nejvýznamnějším barvivem jekapsanthin a jeho izomer 

kapsorubin, který tvoří 30-60 % respektive 6-18 % celkového obsahu karotenoidů v plodu. 

Americká asociace obchodníků s kořením (American Spice Trade Association, ASTA) zavedla 

standardy pro měření barvy paprik. Vzorek je extrahován acetonem a je měřena absorbance při 460 

nm. 

 

Toxicita 

Akutní toxicita kapsaicinu závisí na organismu a způsobu podání. Pohybuje se od 0,56 (i. v.) do 512 

(dermální) mg/kg živé váhy. Smrt nastává v důsledku paralýzy dýchacích svalů. Dosud nebyla tato 

smrt zaznamenána.  

 

Pálivost 

Kapsaicin stimuluje senzorické neurony na kůži a v ústní dutině, vedoucí k pocitu tepla až bolesti. 

Neurony produkují neuropeptid Substance P, která zajišťuje přenos signálu bolesti. Opakovaná 

expozice vede u mnoha lidí ke snížení citlivosti. Kapsaicin zvyšuje termický efekt jídla (také 

metabolismus). Role kapsaicinu je stimulovat mozek k produkci endorfinů, což vede k mírné euforii. 

 

Falšování 

Celé chilli papriky mohou obsahovat i nestandardní kusy, vyšší vlhkost, minerální oleje či syntetická 

barviva pro zlepšení vzhledu a barvy. Problémem je i přídavek jiné sklizně o jiné kvalitě. Chiili prášek 

bývá falšován přídavkem perikarpu, semen, kalyxu a peduncle ke zvýšení množství. Jsou známy 

případy přídavku umělých barviv, mletých mandlových skořápek či červené řepy. Oleoresin může být 

„obohacen“ o syntetické nasycené vanillylamidy.  

  

                                                           
7
 Scoville, W.L. Note of Capsicums. J. Am. Pharm. Assoc. 1912, 1, 453-454. 
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Příloha 2: Pipetování pístovou automatickou pipetou8 

 

Tyto pipety slouží k odměřování objemů v rozsahu 1 – 1000 l i více. Používají se pipety s fixním 
objemem, nebo pipety s kontinuálně nastavitelným objemem (pomocí mikrometrického šroubu). 
Typická tolerance pístových pipet pro vodné roztoky je ± 1 %. Dávkování je prováděno tlačítkem, 
které pohybuje pístem ve válci pipety. Vzorek je nabírán do nesmáčivé (polypropylenové) 
vyměnitelné špičky, takže nepřichází do styku s pipetovacím mechanismem.  

 

Tlačítko automatické pipety má tři polohy. V klidu je tlačítko v nejvyšší pozici a lze je postupně stlačit ke 
kalibrační zarážce a k dolní zarážce. 

 

 

A.      Píst se stlačí pouze ke kalibrační zarážce, špička se ponoří do tekutiny, která má byt nabrána, a naplní se 
pozvolným uvolněním tlačítka do klidové polohy. Při rychlém uvolnění pístu může dojít k vniknutí 
pipetované kapaliny do mechanismu pipety. Vzorek se vytlačí stisknutím tlačítka ke kalibrační zarážce 
(špička se tím téměř úplně vyprázdní). Následným úplným stlačením až k dolní zarážce se vytlačí zbytek 
tekutiny ze špičky. 

B.      Tlačítko se stiskne úplně až k dolní zarážce, tekutina se nabere uvolněním tlačítka po ponoření špičky. 
Vytlačení kalibrovaného objemu tekutiny se provede stisknutím tlačítka pouze ke kalibrační zarážce. 
Přebytečná tekutina zůstává ve špičce. 

Pipetu zásadně neobracíme vzhůru špičkou. Hrozí vtečení pipetované kapaliny do mechanismu pipety 
a jejímu nevratnému poškození! 
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