Uloha: Stanoveni palivosti paprik metodou kapalinové chromatografie

Cile ulohy: Stanovit obsah kapsaicinoid(i ve vzorcich paprik.
Vypocitat hodnotu palivosti dle Scovillovy stupnice.

Priprava: Zopakujte si teorii a metodiku extrakce na tuhou fazi.
Osvézte si znalosti zakladnich principl kapalinové chromatografie.
Zopakujte si metodu kalibracni kivky.
Zopakujte si zasady statistického vyhodnoceni namérenych dat.

Uvod:

Papriky jsou v zavislosti na vyrabéném produktu pouzivany jako barviva, zdroje viiné nebo palivosti.
Papriky se pouzivaji Cerstvé, susené, fermentované nebo je z nich extrakci ziskdvan oleoresin. Mohou
byt vcelku, sekané, hrubé mleté, jemné mleté se semeny/bez semen.

Hlavnim zdrojem palivosti paprik jsou zastupci skupiny latek zvanych kapsaicinoidy. Chemické
struktury vybranych ¢lenl této skupiny naleznete v pfiloze na Obrazku 1. Nejvice je zastoupen
kapsaicin, nasleduje dihydrokapsaicin, v malém mnozstvi pak nordihydrokapsaicin, homokapsaicin,
homodihydrokapsaicin a dalsi. Kapsaicin je bila krystalicka latka, rozpustna v tucich, bez chuté a bez
zapachu. Obsah kapsaicinu v chilli zavisi na varieté, intenzité slunecniho zareni a teploté béhem
péstovani, stari plodu a na pozici plodu na rostliné.

Kapsaicin je v oleoresinu® velmi stabilni a nerozklada se béhem tepelné tpravy ani v priibéhu
dlouhodobého skladovani. Naopak u papriky dochazi béhem suseni pti 60 °C na 8% vlhkost ke ztraté
asi 10 %, po ususeni a skladovani pfi -16 °C je ztrata asi 1-2 % kapsaicinu za mésic. Mlety prasek ztraci
az 5 % kapsaicinu za mésic v zavislosti na jemnosti mleti a skladovaci teploté. Prasek tedy neni tak
stabilni jako oleoresin®.

Pouzitd metodika je oficidalni metodou AOAC ¢islo 995.03. Metoda je pouzitelna pro stanoveni
750 — 650 000 Scovillovych jednotek palivosti (SHU) kapsaicinoid( v mleté a tlucené Cervené paprice,
chilli paprikach, mletém kayenském pepfi, mletych jalapefio papri¢kdch a oleoresin z ¢ervenych
paprik. Neni pouZitelny pro praskové chilli nebo produkty obsahujici oregdno ¢i tymian. V ndvodu je
uvedena i alternativni metoda, vhodna pro kratsi laboratorni cviceni.

! Oleoresin je viskdzni kapalina ziskana opakovanou extrakci organickym rozpoutédlem, napfiklad hexanem,
etherem nebo ethylendichloridem, z mletého prasku jakékoliv Capsicum. Oleoresin tvoti v rozpoustédle micely.
latek. K odstranéni zbytk( rozpoustédla se pouZiva vysoké vakuum. Typickd vytéZnost je 11,5-16,5 % v zavislosti
na rozpoustédle a druhu papriky. Existuji tfi typy oleoresinl: paprika (pouZivany jako barvivo), ¢ervend paprika
(pouzivany jako barvivo a zdroj palivosti) a Capsicum (pouZivany pro palivost).

’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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Upozornéni: Pfed zacatkem prace se seznamte s pravidly bezpecnosti zachazeni s organickymi
rozpoustédly a riziky prace s acetonem, acetonitrilem a etanolem. Latka N-vanillyl-n-nonanamid je
extrémné drazdiva, neinhalujte ji! S organickymi rozpoustédly nakladejte dle pokynd vedouciho
cviceni.

A. Princip metody

Testovany vzorek je extrahovan v horkém etanolu za pouziti zpétného chladice. V pfipadé oleoresinu
je provadéna extrakce na tuhou fazi. Nasledné je extrakt zfiltrovan a davkovan do kapalinového
chromatografu vybaveného UV respektive fluorescenéni detekci.

B. Pristrojové vybaveni

Aparatura pro extrakci pod refluxem, stfikackové filtry 0,45 um, aparatura pro extrakci na tuhou fazi,
SPE kolonky se stacionarni fazi C18.

Kapalinovy chromatogram vybaveny UV detekci pti 280 nm respektive fluorescencnim detektorem
s excitaci pfi 280 nm a emisi pfi 325 nm. Separacni podminky: teplota 25 °C, pritok mobilni faze 1,5
ml/min, isokratickd eluce. Relativni retenéni ¢asy: N-vanillyl-n-nonanamid 1,00; nordihydrokapsaicin
0,90; kapsaicin 1,00; dihydrokapsaicin 1,58.

Chromatografickd kolona C18, 150 x 4,6 mm, 5 um véetné predkolonky.
C. Chemikalie

Etanol, 95% nedenaturovany, aceton, p.a., acetonitril, chromatograficka Cistota, destilovand voda,
kyselina octova, p.a..

PFiprava mobilni faze: smichejte 400 ml acetonitrilu s 600 ml vody obsahujicich 1% kyselinu octovou
(v/v). Odstrarite rozpusténé plyny v ultrazvukové lazni nebo jinou vhodnou technikou.

Priprava standardnich roztoku:

Standardni roztok A (jen pro analyzu paprik kromé chilli paprik): 0,15 mg N-vanillyl-n-nonanamidu/ml
v etanolu.

Standardni roztok B (jen pro analyzu chilli paprik): 0,015 mg/ml. Pfipravte desetinasobnym zfedénim
roztoku A etanolem.

Poznamka: Standard N-vanillyl-n-nonanamid i pfipravené roztoky chrante pred pfimym slunecnim
svétlem!®

* Stabilita standardnich roztokd kapsaicinoid(:

Rozklad vanillylnonanodtu, analogu kapsaicinoidd, byl studovan v methanolickych a ethanolickych a jinych
roztocich pfi 25 °C po dobu 400 hodin. K nejmensimu stupni degradace doslo v ethylacetatu, chloroformu,
hexanu ¢i acetonu (asi 5 %), nasledoval dimethylsulfoxid (asi 50 %, t1/2 = 400 hod), metanol a etanol (asi 95 %,
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D. Extrakce

Pozndmka: K zahfivani nikdy nepouzZivejte otevieny ohen! Extrakci provadéjte v digestofi!

Mletd a drcend paprika: Pfesné navazte asi 25 g papriky a vlozte do 500ml zabrusové bariky, pfidejte

200 ml etanolu, nékolik sklenénych kulic¢ek a pfipojte zpétny chladi¢. Jemné varte 5 hodin a ochladte.
Zfiltrujte 1 — 4 ml vzorku pfes 0,45 um stfikackovy filtr do vialky a pouzijte pro HPLC analyzu.

Alternativni postup": Kazda skupina si donese svlj vlastni vzorek. Navazte 15 g palivé omacky nebo 3 g
suseného mletého chilli (diferencialné). Poznamenejte si navazku a vzorek prevedte kvantitativné do oznacené
125ml Erlenmeyerovy bariky. Pro splachnuti palivé omacky pouZzijte 95% etanol a dopliite objem na 50 ml.
Nékteré omacky vyzaduji intenzivnéjsi Usili ke kvantitativnimu pfevedeni z vazenky do Erlenmeyerovy bariky.
Dejte pozor na to, aby zbytky vzorku nezistaly na sténach a zabrusovém hrdle banky. Do banky se vzorkem
vloZte magnetické michadlo, banku poloZzte na magnetickou michacku s topenim. Zahfivejte a michejte po dobu
30ti minut za slabého varu. Poté banku ochladte. BEhem extrakce si pfipravte filtracni aparaturu. Do sklenéné
nalevky vlozte filtraéni papir a smocte jej etanolem tak, aby pfilnul ke sténam filtra¢ni nalevky. Filtrat vylijte do
pripravené nadobky na odpad. Poté prefiltrujte obsah Erlenmeyerovy barky do 100ml odmérné barky. Filtracni
papir proplachnéte 3x etanolem (opatrné, abyste neprekrocili rysku odmérné bariky!). Poté doplriite odmérnou
barnku po rysku, uzaviete zatkou a dlkladné promichejte. Vyvarujte se potfisnéni! Kapsaicin je silné drazdivy
pro kuzZi i odi.

Oleoresin z ervené papriky: Pfesné navazte 1 — 2 g oleoresinu do 50ml| odmérné banky. V pfipadé

celkové koncentrace kapsaicinoidl mensi nez 1 % zvySte navazku. Pfi navaZovani nepotfisnéte stény
odmérné banky. Do banky pfidejte 5 ml acetonu a protfepte obsah banky tak, aby vzorek byl
kompletné dispergovan (Zadny oleoresin nema potahovat dno bariky, otocime-li ji o 45°). Pfidejte pét
3 — 5ml podil(i etanolu a po kazdém pridavku banku opatrné protrepte. Dopliite banku po rysku
etanolem.

Poznamka: V pripadé cerstvych chilli paprik je nutné je ususit. Pfed vlastnim susenim se paprika zvazi
a poté se susi do konstantni hmotnosti pfi 60°C. Pfed vlastni analyzou se vzorek rozemele. VytéZznost
extrakce je ovlivnéna zejména velikosti ¢astic prasku rozdrceného vzorku, rozpoustédlem, zplsobem
extrakce a také jejim trvanim. Proto se vysledky u stejnych vzorkli mohou v rlznych laboratoftich
ligit®.

SPE extrakce: Vlozte C18 SPE kolonku do otvoru ve vakuovém manifoldu, do néj postavte kadinku a
na kolonku naddvkujte pfesné 5,00 ml roztoku oleoresinu a nechte protéct. Poté promyjte kolonku 3x
péti ml etanolu (POZOR: vSechny frakce stdle sbirate do jedné kadinky!). Dopliite obsah na 25 ml
etanolem a promichejte. Zfiltrujte 1-4 ml roztoku do malé sklenéné vialky pres stfikackovy filtr o
porozité 0,45 um. Filtrat pouzijte pro HPLC analyzu.

E. HPLC stanoveni

t1/2=90 resp 70 hod.). Roztok vanillylnonanoatu neni tedy stabilni v polarnich protickych rozpoustédlech. K
rozkladu dochazi SN, solvolyzou za tvorby benzylového kationtu, ktery je stabilizovan p-hydroxyskupinou.

* http://jchemed.chem.wisc.edu/Journal/Authors/laboratory/example06/supp266.pdf

> Figueiredo Santos, V. S., Caracterizacdo Morfoldgica e Determina¢do da Pungéncia em Pimentos Picantes,
Disertacni préce, Instituto Superior de Agronomia Universidade Técnica de Lisboa, Lisabon 2009.
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Analyzujete-li chilli papricky, nadavkujte 20 ul standardniho roztoku B do systému. PFi analyze jinych
vzorkd nadavkujte 20 ul standardniho roztoku A. Zopakujte analyzu po kazdych 6ti vzorcich nebo
méné. Vzorek analyzujte ve dvojim opakovani. Po 30ti analyzach vzorku proplachnéte kolonu 100%
acetonitrilem pfi pritoku 1,5 ml/min. Pro analyzu pouZivejte mobilni fazi popsanou v sekci
Chemikalie.

F. Vypocet

Kapsaicinoidy jsou zastoupeny zejména tfemi hlavnimi slozkami: nordihydrokapsaicinem (N),
kapsaicinem (C) a dihydrokapsaicinem (D). Vypoctéte obsah kapsaicinoidl jako soucet téchto latek
(N+C+D; ve Scovillové stupnici pélivosti (SHU); 1 ug celkovych kapsaicinoid(i/g = cca 15 SHU)®

a) v pfipadé UV detekce
(1) mleta 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 pramérné plochy pikl nordihydrokapsaicinu, kapsaicinu a dihydrokapsaicinu, Ps
primérnd hodnota plochy roztoku pfislusného standardu, Cs koncentrace standardniho roztoku
v mg/ml, Wt navazka testovaného vzorku v gramech.

(2) oleoresin z ervené 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) Fluorescencni detekce
(1) Mleta 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 Cervené 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

® Dle sou¢asnych metod vypo&tu ma &isty kapsaicin palivost 16 000 000 SHU.
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Palivost vybranych druhl paprik a produktd z nich vyrobenych dle Scovillovy stupnice palivosti

naleznete v Pfiloze 2.

Ukoly a otazky do protokolu

1.

Uvedte nasledujici chromatografické parametry:

A) Retencni ¢as (t;) kazdého analytu — odectéte z chromatogramu

B) Definujte a vypoctéte pocet teoretickych pater kolony pro pik kapsaicinu a
dihydrokapsaicinu (wy, je Sitka piku v poloviné jeho vysky)

¢ 2
N =5,54-( 4 )
Wi/2

C) Vypoctéte rozliseni mezi piky kapsaicinu a nordihydrokapsaicinu a piky kapsaicinu a
dihydrokapsaicinu. (k; je pro pik, ktery je v.daném paru eluovan jako prvni, k;, pro druhy

R_\/N (a—l) k:,
ST 4 a J\1+k,

pik paru)

D) Vypoctéte vysku teoretického patra (L je délka kolony v cm).
L

H=-
N

Vytvorte kalibracni kfivku (plocha piku vs. koncentrace analytu) pro kapsaicin a vypoctéte
citlivost metody (smérnice primky). Vypoctéte ji pro vinové délky detekce 205 a 280 nm a
zdlGvodnéte, proc se lisi. Ktera kalibracni kfivka je vhodnéjsi pro dalsi vypocty a proc?
Vypoctéte Scovillovy jednotky pélivosti (SHU) pro vas vzorek. Jestlize je provedeno vice, nez
jedno stanoveni, uvedte 95% interval spolehlivosti.

Jak se projevi vypoctené SHU na chuti vzorku? Je vzorek s vyssim SHU skutecné palivéjsim?
Jaka je barva extraktu? Je zde néjakd souvislost mezi barvou vzorku a SHV? Pro¢ ano nebo
pro¢ ne?
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Jméno: Datum:

Protokol z laboratorni tlohy:

Stanoveni palivosti paprik metodou kapalinové chromatografie

Laboratorni teplota: Atmosféricky tlak:

Vzorek:

Navazka standardu:

Tab. 1 Koncentrace standardi a jejich sloZeni

Poznamky k vypracovani protokolu:
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Priloha: Obrazek 1. Chemické struktury vybranych kapsaicinoidd.
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Ptiloha 2: Pélivost paprik a produktl z nich vyrobenych

Scovillovy jednotky palivosti (SHU)

Latka/paprika

16 000 000

9100 000

8 600 000

5300 000

2 000 000

1001 304

923 000

800 000

350 000 - 577 000
100 000 - 350 000
30 000 - 50 000
5000 -10 000

2 500 -5 000
2500 -5 000

100 - 500

0

Cisty kapsaicin a dihydrokapsaicin
nordihydrokapsaicin
Homodihydrokapsaicin a homokapsaicin
Policejni , peprovy sprej”

BéZny , peprovy sprej”

Naga-Bih Jolokia paprika

Dorset Naga paprika

Omacka Satanova krev

Cervené habanero Savina (Capsicum chinense Jacquin)
Habanero (Capsicum chinense Jacquin)
Kayenska paprika, tabasco paprika
Chipotle (uzena Jalapeno paprika)
Jalapeno (Capsicum annuum)

pGvodni Tabasco® omacka

paprika

Sladka paprika
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Ptiloha: Dalsi informace o kapsaicinu

Zklidnéni pocitu palivosti v Ustech

Nejlepsim ndpojem pro zklidnéni pocitu paleni po poziti kapsaicinu jsou mlécné produkty, protoze
kasein prerusuje vazby mezi kapsaicinem a receptory bolesti. Navic, kapsaicin je lipofilni latka, tedy
rozpustna v tucich a nerozpustna ve vodé.

Organoleptické stanoveni pélivosti

Wilbur Scoville vyvinul v roce 1912 metodu pro méfeni stupné palivosti chilli paprik’. Test je zalozen
na subjektivnim testovani pdlivosti. Pro Ucely testu se presna navazka suSeného chilli rozpusti
v etanolu a Fedi se sladkou vodou. P&t ¢len(i hodnoticiho panelu testuje palivost. Cislo palivosti je pak
stanoveno na zakladé toho, jak moc bylo nutné naredit plvodni extrakt sladkou vodou, tak aby praveé
tfi hodnotitelé pravé prestali vnimat palivost v Ustech. Palivost se vyjadfuje ve stovkach SHU. Metoda
je to subjektivni a proto se nyni pouzivaji analytické metody. Vysledky jsou pak vypoéteny dle vzorce
1ppm kapsaicinu = 16 SHU = 0,0001 % = 0,001 mg/g. Cisty kapsaicin ma 16 000 000 SHU.

Cervené zbarveni paprik

Cervené zbarveni zralych paprik je zpGsobeno nékolika pigmenty se strukturou podobnou
karotenoidiim, véetné kapsanthinu, kapsorubinu, kryptoxanthinu a zeaxanthinu, které jsou pfitomny
ve formé esterl mastnych kyselin. NejvyznamnéjsSim barvivem jekapsanthin a jeho izomer
kapsorubin, ktery tvofi 30-60 % respektive 6-18 % celkového obsahu karotenoid( v plodu.

Americkd asociace obchodnikli s kofenim (American Spice Trade Association, ASTA) zavedla
standardy pro méreni barvy paprik. Vzorek je extrahovdn acetonem a je méfena absorbance pfi 460
nm.

Toxicita

Akutni toxicita kapsaicinu zavisi na organismu a zpUsobu podani. Pohybuje se od 0,56 (i. v.) do 512
(dermalni) mg/kg Zivé vahy. Smrt nastava v dasledku paralyzy dychacich sval(l. Dosud nebyla tato
smrt zaznamenana.

Palivost

Kapsaicin stimuluje senzorické neurony na kGZi a v Ustni dutiné, vedouci k pocitu tepla az bolesti.
Neurony produkuji neuropeptid Substance P, kterd zajistuje prenos signédlu bolesti. Opakovana
expozice vede u mnoha lidi ke sniZeni citlivosti. Kapsaicin zvySuje termicky efekt jidla (také
metabolismus). Role kapsaicinu je stimulovat mozek k produkci endorfind, coZ vede k mirné euforii.

FalSovani

Celé chilli papriky mohou obsahovat i nestandardni kusy, vyssi vihkost, minerdlni oleje ¢i synteticka
barviva pro zlepseni vzhledu a barvy. Problémem je i ptidavek jiné sklizné o jiné kvalité. Chiili prasek
byva falSovdn pridavkem perikarpu, semen, kalyxu a peduncle ke zvySeni mnoZstvi. Jsou zndmy
pfipady pridavku umélych barviv, mletych mandlovych skorapek ¢i cervené fepy. Oleoresin mize byt
,obohacen” o syntetické nasycené vanillylamidy.

’ Scoville, W.L. Note of Capsicums. J. Am. Pharm. Assoc. 1912, 1, 453-454.
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P¥iloha 2: Pipetovani pistovou automatickou pipetou®

Tyto pipety slouZi k odmérovani objem( v rozsahu 1 — 1000 ul i vice. PouZivaji se pipety s fixnim
objemem, nebo pipety s kontinualné nastavitelnym objemem (pomoci mikrometrického Sroubu).
Typicka tolerance pistovych pipet pro vodné roztoky je + 1 %. Ddvkovani je provadéno tlacitkem,
které pohybuje pistem ve vdélci pipety. Vzorek je nabirdan do nesmacivé (polypropylenové)
vymeénitelné Spicky, takze nepfichazi do styku s pipetovacim mechanismem.

Spicka pist pruzina tlacitko

. \

vyprazdnéni «—» napinéni

Tlac¢itko automatické pipety ma tfi polohy. V klidu je tlacitko v nejvyssi pozici a Ize je postupné stlacit ke

kalibracni zarazce a k dolni zarazce.

klidova poloha
kalibrovany
objem
kalibracni zaraZka
doini zarazka —»
napinéni < > vyprazdnéni| naplnéni < > vyprazdnéni
1

A. Pist se stlaci pouze ke kalibraéni zardzce, Spicka se ponofi do tekutiny, kterd ma byt nabrana, a naplni se
pozvolnym uvolnénim tlac¢itka do klidové polohy. Pfi rychlém uvolnéni pistu maze dojit k vniknuti
pipetované kapaliny do mechanismu pipety. Vzorek se vytladi stisknutim tladitka ke kalibraéni zarazice
(Spicka se tim témér uplné vyprazdni). Naslednym Uplnym stlacenim aZ k dolni zaraZce se vytlaci zbytek
tekutiny ze Spicky.

B. Tlacitko se stiskne Uplné az k dolni zardzice, tekutina se nabere uvolnénim tlacitka po ponofreni $picky.
Vytlaceni kalibrovaného objemu tekutiny se provede stisknutim tlacitka pouze ke kalibra¢ni zarazce.
Pfebytecna tekutina z(stava ve $picce.

Pipetu zdsadné neobracime vzhlru 3pi¢kou. Hrozi vtefeni pipetované kapaliny do mechanismu pipety
a jejimu nevratnému poskozeni!

® Ptevzato z http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/hypertext/200620/hypertext/BOJVACQ.htm a upraveno
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