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ABSTRACT

The burning taste of a pepper is caused, most of all, by capsaicin (phenylalkylamide alkaloid),
which has been widely using in different branches. Here, we aimed on capsaicin
determination in fruit parts (ovary, upper and bottom flesh, and seeds) of different capsicum
species and on study of the changes of this compound in the tissues of interest. The analysis
of capsaicin was carried out by high-performance liquid chromatography (HPLC) with
electrochemical detection. The detection limit of capsaicin was about 9 nM. Based on the
analysis of biological samples, pepper is hotter, pepper contains more capsaicin. We also
found out that the parts of peppers cultivars fruits analysed had different content of capsicum.
The highest content was determined in ovary (cultivar Takanotsume — 227 mg of capsaicin
per 100 g of fresh weight — FW), the lowest one in seeds (Takanotsume — 6 mg/100 mg FW).
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ABSTRAKT

Paliva chut’ papriky je vyvolana kapsaicinem (fenylalkylamidovym alkaloidem), ktery je
vyuzivan v celé tad¢ oblasti. Cilem nasi prace bylo stanovit kapsaicin v Castech ploda
(semenik, dolni a dolni duznina a seminka) riznych odrid paprik a studovat zmény jeho
obsahu v téchto ¢astech. Nase analyza byla provedena pomoci HPLC s elektrochemickou
detekci. Detek¢ni limit pouzité techniky byl 9 nM kapsaicinu. Z vysledkt plyne, Ze ¢im je
plod palivéjsi, tim obsahuje i vys$si koncentraci kapsaicinu. Zjistili jsme, ze jednotlivé Casti
plodi paprik maji rozdilny obsah kapsaicinu. Nejvyssi koncentrace kapsaicinu jsou
v semeniku (odriida Takanotsume — 227 mg kapsaicinu ve 100 g svézi hmoty), nejméné
kapsaicinu obsahuji seminka (Takanotsume — 6 mg kapsaicinu ve 100 g svézi hmoty).
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UvVoD

Paprika (Capsicum, Solanaceae) je jednoletd teplomilna rostlina znama jiz vice nez
Ctyfti tisice let pochazejici, podobn¢ jako tfeba raj¢ata a brambory z Jizni a Stiedni Ameriky.
Do Evropy ji ptivezli Spanélé, jeji plody se staly velmi rychle oblibenou soucasti naseho
jidelnicku a jen tézko bychom se bez nich dnes obesli. Je oblibena pro svou vini i chut’, ktera
je u jednotlivych botanickych druhti, ale i odriid zna¢né odlisna — od sladké az po d’abelsky
ostrou. Mletd susend paprika je nejen pikantnim kofenim, ale i pfirodnim barvivem [1-5].
Paliva chut’ papriky je vyvolana spole¢nym ucinkem asi Sesti chemicky piibuznych latek ze
skupiny fenylalkylamidovych alkaloidii oznacovanych spole¢nym nazvem kapsaicinoidy, z
nichZ nejsiln€j$i G¢inky ma kromé samotného kapsaicinu jeho derivat dihydrokapsaicin.
Kapsaicin byl poprvé z papriky izolovan v roce 1816 a za dalSich tficet let dostal svoje jméno.

Papriky si kapsaicin vyvinuly jako uCinnou obranu proti bylozravcim (Obr.1).
Pravdépodobné nejpalivéjsim druhem papriky je habanero (Capsicum chinense). Pro své
vlastnosti je kapsaicin vyuzivan v celé fad¢ oblasti napi. proti bolestem zad nebo v pepiovych
sprejich slouzicich k osobni obran¢ [6-12]. Letos v bieznu byl prokdzan lécebny efekt
kapsaicinu na rakovinné buiiky u nadoru prostaty [13].

Obr 1. Rozlozeni nejvy8Siho obsahu kapsaicinu v paprice

Cilem nasi prace bylo stanovit Cisty kapsaicin pomoci vysokouc¢inné Kkapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED) svyuzitim detektoru ESA
(CoulochemlII). Nasledné¢ pak studovat kapsaicin v realnych vzorcich paprik. Konkrétné jsme
sledovali zmény jeho obsahu v castech plodi (semenik, dolni duznina, horni duznina a
seminka) raznych odrid paprik (Jubila, Novoselska Kapie, Cecei Fellallo, Takanotsume,
Bogyiszloi Vastaghusu). Déle jsme se zaméfili na porovnani ziskanych vysledkt s palivosti
daného druhu papriky.



MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Kapsaicin byl zakoupen u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Zakladni elektrolyt-
acetatovy pufr (0.1 M CH3COOH + 0.1 M CH3COONa, pH 4.0) a ostatni pouzité¢ chemikalie
byly ziskany v cistot¢ ACS od spole¢nosti Sigma Aldrich. Zasobni roztok standardu
kapsaicinu 1 mg.ml™ byl piipraven za vyuziti ACS metanolu (Sigma-Aldrich, USA) a uloZen
ve tmé pii -20 °C. Pracovni standardni roztoky byly vzdy pfipravovany denné a to nafedénim
ze zasobniho roztoku.

PH stanoveni

Hodnota pH byla naméfena pomoci pfistroje WTW inoLab Level 3 (Weilheim, Némecko),
ktery byl fizen osobnim pocitaCem a programem (MultiLab Pilot; Weilheim, Germany). pH-
elektroda (SenTix- H, pH 0-14/3M KCl) byla pravideln¢ kalibrovana soupravou WTW pufri
(Weilheim, Némecko).

Piiprava biologickych vzorkii pro stanoveni kapsaicinu

Vzorky papriky byly ziskdny z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, Oddé¢leni genové
banky, pracovi§té Olomouc, Ceska republika. Z jednotlivych paprik byly ptipraveny vzdy 4
vzorky ze semeniku, semene, duzniny horni a spodni ¢asti plodu. Bylo vzdy odvazeno 100 mg
pletiva, ktera byla nésledné ptfenesena do kapalného dusiku a poté homogenizovéana v tfeci
misce s 1 ml methanolu. Ziskany homogenat byl centrifugovan pii 4 °C, 14 000 g po dobu 20
min. (Eppendorf 5402, USA). Ziskany supernatant byl vyuzit pro vlastni detekci kapsaicinu.

Elektrochemické stanoveni ve staciondrnim systému

Stacionarni elektrochemické stanoveni kapsaicinu bylo provedeno pomoci pfistroje
AUTOLAB analyzator (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm,
Svycarsko) v klasickém tfielektrodovém uspofadani. Pracovni elektrodou byla uhlikova
pastova elektroda. Referentni elektroda byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocna elektroda byla
uhlikova tycinka. Zakladnim elektrolytem byl acetatovy pufr 0.1 M CH;COOH + 0.1 M
CH3;COONa, pH 4.0. Parametry CV byly nésledujici: inicia¢ni potencial -0.5 V, potencial
prvniho bodu obratu 1.2 V, potencial druhého bodu obratu -0.5 V, teplota 20°C.

Elektrochemické stanoveni v priitokovém systému

Analyza pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci byla
provedena na piistroji CoulochemlII (ESA, Inc.). V elektrochemické cele o objemu 50 pl byly
umisténa referencni hydrogenpaladiova elektroda, pomocna uhlikova elektroda a pracovni
elektroda ze skelného uhliku. Separace v redlnych vzorcich byla uskutecnéna na koloné
Polaris C18-A, 150 x 4,6 mm, prumér ¢astic 3 um (Varian, Inc.) s pouzitim predkolony.



Davkovaci smyckou byl aplikovan vzorek o objemu 5 ul, pritok mobilni faze byl 0,40
ml.min™".

VYSLEDKY A DISKUZE

Cisty kapsaicin je elektroaktivni latka, proto jsme se v nasich experimentech nejdfive
zam¢iili na studium zadkladniho elektrochemického chovéni cistého kapsaicinu pomoci
cyklické voltametrie na pfistroji AUTOLAB analyzator. Charakterizace a optimalizace
stanoveni kapsaicinu pak byla provedena pomoci vysoko-ucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickym detektorem ESA (HPLC-ED) nejdiive bez zafazeni kolony v tzv.
prutokovém systému (pritokova injek¢ni analyza — FIA), a poté byla aplikovana na vhodné
chromatografické kolony.

Cyklicka voltametrie je jednou ze standardnich elektrochemickych technik, ktera je
velmi Casto pouzivana pro studium zakladnich elektrochemickych procest a chovani [14-16].
Potvrdili jsme, ze stanovovana latka je elektroaktivni a poskytuje sviij elektrochemicky signal
pii potencialu okolo 0.6 V. Tyto vysledky jsme nésledné pouzili pfi optimalizaci stanoveni
kapsaicinu pomoci pritokové injekéni analyzy s elektrochemickou detekci. Ze zavislosti
vysky signalu a aplikovaného potencialu jsme sestrojili hydrodynamicky voltamogram,
pomoci kterého jsme vybrali nejvhodnéjsi potencial aplikovany na elektrody (800 mV).
Dalsim velmi dilezitym parametrem chromatografické analyzy je vybér a slozeni mobilni
faze. Z nasich vysledkl vyplyva, ze nejvhodnéjsi mobilni fazi byla smés acetatového pufru
(pH 4) a methanolu v poméru 40:60 (v/v, %). Detekéni limit naSi techniky byl 5 pmoli
kapsaicinu na nasttik (5 pl).

Tab. 2 Obsahy kapsaicinu v jednotlivych ¢astech v mg/100g ¢erstvé hmoty u riznych odrad
paprik

dolni horni

semenik | duZnia | duZnina | seminka
Takanotsume (CP) 227.475 | 122.094 | 21.565 6.171
Cecei Fellallo (CP) 19.314 2.662 1.830 2.246
Novoselska kapie (CP) 0.704 1.138 0.809 0.614
Novoselska kapie (ZP) 2.148 0.935 0.818 1.063
Bogyiszloi Vastaghusu (CP) | 1.263 0.978 0.875 0.773
Jubila (CP) 1.382 1.328 1.080 0.824

CP — cervend paprika, ZP — zelend paprika

Optimalizovanou metodu jsme dale pouZili pro analyzu rozdilli v obsahu kapsaicinu u
jednotlivych sbirkovych odrad paprik (Tab. 1). Z vysledkt vyplyva, Ze jednotlivé ¢asti plodu
papriky obsahuji rozdilné mnoZstvi kapsaicinu. Obecné nejvyssi koncentrace kapsaicinu jsou
v semeniku a dolni duznin€, mnohonasobné nizsi koncentrace jsou v horni ¢asti duzniny a



nejméné kapsaicinu obsahuji seminka. Srovnani obsaht kapsaicinu u jednotlivych odrad
paprik je znazornéno v tabulce 2.

Dal$im nasim cilem bylo porovnat palivost se zjiSténym mnozstvim kapsaicinu.
Nejpalivejsi analyzovanou odridou paprik byla Takanotsume. Ve vzorcich ziskanych z této
odridy jsme kvantifikovali nejvice kapsaicinu ze v§ech analyzovanych vzorkd.

ZAVER

Obecné 1ze z naSich vysledki usoudit, ze ¢im je plod papriky palivejsi, obsahuje i
vys$i koncentraci kapsaicinu a naopak. Zavérem muzeme konstatovat, Ze se nam podaftilo
vyvinout novy zpusob detekce kapsaicinu zalozeny na pouziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie s elektrochemickym detektorem ESA. Nami navrzeny postup bude dale vyuzit
pro charakterizaci jednotlivych odrid papriky ulozenych v genové bance s ohledem na obsah
kapsaicinu.
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