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Seznam pouzitych zkratek

APCI - Atmospheric pressure chemical ionization, chemicka ionizace za atmosférického
tlaku

CID - Collision-induced dissociation, kolizi indukovana disociace

ED - Electrochemical detection, elektrochemicka detekce

ESI - Electrospray ionization, ionizace elektrosprejem

GC - Gas chromatography, plynova chromatografie

HPLC - High-performance liquid chromatography, vysokou¢inna kapalinova
chromatografie

HS-SPME - Headspace-solid phase microextraction, headspace mikroextrakce na pevné
fazi

LC - Liquid chromatography, kapalinova chromatografie

LOD - Limit of detection, limit detekce

MAE - Microwave-assisted extraction, mikrovlnna extrakce

MS - Mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

NIR - Near-infrared reflectance spectroscopy, infracervena reflektan¢ni spektroskopie
PLE - Pressurized liquid extraction, extrakce kapalinou pod tlakem

RP-HPLC - Reverse phase - high-performance liquid chromatography, vysokou¢inna
kapalinova chromatografie na reverzni fazi

SIM - Selected ion monitoring mode, monitorovani vybraného iontu

SPE - Solid-phase extraction, extrakce na pevné fazi

TLC - Thin layer chromatography, chromatografie na tenké vrstve

TOF - Time-off-flight, priletovy analyzator

UHPLC - Ultra-high-performance liquid chromatography, ultra vysokot¢inna kapalinova
chromatografie

USAE - Ultrasound-Assisted Extraction, ultrazvukova extrakce


https://en.wikipedia.org/wiki/Collision-induced_dissociation

1. Uvod

Paprika je plodina rozsifend po celém svété. Jeji palivost, na zakladé které lze
jednotlivé druhy paprik porovnavat, je dana kapsaicinoidy. Tyto latky lze analyzovat
pomoci kapalinové chromatografie s UV detektorem. Dulezitym krokem analyzy je
samotna piiprava vzorka a extrakéni postup.

Cilem této prace bylo najit jednoduchy, spolehlivy, ¢asové a financn€é nenarocny
postup, ktery by byl aplikovatelny na velké mnozstvi vzork.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na optimalizaci extrak¢niho postupu kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu ze vzorkt paprik, vytéznost extrakce a vyvinuti, aplikovani a ¢aste¢né

optimalizovani UHPLC metody s UV detekci.



2. Teoreticka cast

2.1. Capsicum

Paprika (Capsicum) pochazi z tropickych a vlhkych oblasti stfedni a jizni Ameriky,
patii do Celedi lilkovitych (Solanaceae). Pro svou chut, barvu a aroma je celosvétoveé velmi
popularni a rozsifenou plodinou, ktera je dulezitym zdrojem minerald (vapnik, fosfor,
draslik, zelezo), proteinti, cukrt, lipidd, provitaminu A a vitamind. Krom¢ vitaminii B a E
je paprika velmi vyznamnych zdrojem vitaminu C (ma pétkrat vyssi obsah vitaminu C nez
pomeran¢) [1, 2]. Prvni Gispé€sna izolace kyseliny askorbové (vitamin C) byla provedena
pravé z paprik. Roku 1937 byla za tento experiment udélena Nobelova cena mad’arskému
védci Albertu Szent-Gyorgyiovi [3]. Paprika je nejen vyhledavanou zeleninou, ale rovnéz
piirodnim potravinaiskym barvivem a vice nez 6000 let je pouzivana jako kofeni. EXistuje
mnozstvi odrad paprik, které¢ se li§i ve fyzickém, chemicko-mikrobiologickém

a senzorickém hodnoceni [4].

2.2. Vlastnosti kapsaicinoidil

Dtlezitym faktorem pii porovnavani jednotlivych odrid je ostrost/palivost
(organolepticky pocit tepla) paprik. Latky, které tyto vlastnosti zpisobuji, se nazyvaji
kapsaicinoidy. Kapsaicinoidy jsou derivaty vanillylaminu a patii do skupiny piirodnich
netékavych alkaloidd. Zahrnuji vice neZ dv€ desitky sloufenin a mezi nejzndmé;jsi
a nejvice zastoupené patii kapsaicin ((E)-N-[(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)methyl]-8-
methylnon-6-enamid),  dihydrokapsaicin  (N-[(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)methyl]-8-
methylnonanamid),  nordihydrokapsaicin  (N-[(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)methyl]-7-
methyloktanamid), homokapsaicin ((E)-N-[(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)methyl]-9-
methyldek-7-enamid), homodihydrokapsaicin (N-(4-hydroxy-3-methoxybenzyl)-9-
methyldekanamid) a norkapsaicin  ((E)-N-[(4-hydroxy-3-methoxyfenyl) methyl]-7-
methylokt-5-enamid) (Tab. 1.) [5, 6].



Trividlni ndzev: Vzorec: Molekulova
hmotnost:
kapsaicin HOD\/ 305.41
NH\/\/\/\)\
o [ X
o)
dihydrokapsaicin HOD\/ 307.43
NH\/\/\/\)\
o ||
O
nordihydrokapsaicin HOD\/ 293.41
NH
~o M
O
homokapsaicin HOD\/ 319.43
NH
~o M
¢
homodihydrokapsaicin HOD\/ 321.46
NH
\O M
@)
norkapsaicin 291.39
N

H
@)

Tab. I.: Struktury nékterych Kapsaicinoidu s jejich molekulovymi hmotnostmi.

Bylo prokazano, Ze vztah mezi ostrosti a celkovym mnozstvim kapsaicinoida je

linearni. Celkova palivost paprik je ddna vdzenym souctem koncentraci kapsaicinoidd,

pficemz u palivych chilli paprik je palivost asi ze 77 az 98 % dana pouze kapsaicinem

a dihydrokapsaicinem [7-10]. Palivost kapsaicinu a dihydrokapsaicinu je pfiblizné stejna

a ob¢ tyto latky vykazuji palivost 150-300 krat vySsi nez palivé slozky pepie a zazvoru

[11].

10




Z historickych diivoda je obsah kapsaicinoidl velice Casto prepocitdvan na SHU
jednotky (Scoville Heat Units). Tento pfepocet vychéazi z origindlniho organoleptického
testu na palivost paprik Wilbura Scovilleho z roku 1912. Test spocival v extrakci
definovaného mnozstvi chilli ethanolem, poté dochazelo k opakovanému fedéni vodou
s cukrem az do doby, dokud nedoslo k vymizeni pocitu palivosti na jazyku. Pocet ziedéni
byl poté bran jako ostrost v jednotkach SHU [12]. Jelikoz §lo o pomérné naro¢ny
a tézkopadny experiment, byl pozdéji prepoctovy pomeér na Scovilleho stupnici dan
kombinaci koncentrace (uréené analytickymi metodami) a prahové palivosti jednotlivych
kapsaicinoidd [13]. Vysledky se uvadéji v ppm Kapsaicinu a mohou byt pievedeny na SHU
(nebo jiné jednotky) podle nasledujici stupnice: 1 ppm = 16 SHU = 0,0001% = 0,001
mg.g™, pfiemz &isty kapsaicin je roven 16000000 SHU [14]. V tabulce Il jsou uvedeny
palivosti v SHU jednotkach pro nékteré latky a vybrané druhy paprik.

Scovilleho jednotky palivosti (SHU): Latka/druh papriky:

15 000 000 - 16 000 000 Cisty kapsaicin

9 100 000 Nordihydrokapsaicin
5300 000 — 2 000 000 Standardni pepfovy sprej

2 200 000 Carolina Reaper

2 009 231 Trinidad Scorpion Moruga
1463 700 Trinidad Scorpion Butch T
350 000 — 577 000 Red Savina Habenero

2 500 — 8 000 Jalapefio

0 Sladk4 paprika

Tab. II.: Palivost nékterych latek a vybranych druhti paprik v SHU jednotkach
[15,16].

Celkovy obsah kapsaicinoidii v paprikach je velmi proménlivy a koncentrace
kapsaicinoidii u jednotlivych druhd paprik se vyznamné lisi [17, 18, 19]. Méné palivé
odridy paprik maji koncentraci kapsaicinoidl v rozmezi od 0,003 do 0,01%. Koncentrace
kapsaicinoidii v mirné€ palivych odriidach se pohybuji v rozmezi od 0,01 do 0,3% a velmi
palivé odridy jsou charakterizovany obsahem kapsaicinoida nad 0,3% a mizou dosahnout
az 1% [19]. Tyto slouceniny se piirozen¢ syntetizuji v placenté plodt paprik, kde se

hromadi ve vaccich a podléhaji enzymatické kondenzaci vanillylaminu se stfedné
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dlouhymi fetézci mastnych kyselin [20]. Studie prokazaly, ze se kapsaicinoidy zacinaji
hromadit uz v pocate¢nich fazich vyvoje plodu a nadale se akumuluji az po dosazeni
maximalni trovné (toto maximum obecné¢ nastava po 40 - 60 dnech zrani). V tomto bod¢
dochazi k vyraznému zvratu - dochazi k vyznamné degradaci kKapsaicinoidd v dusledku
pfitomnosti peroxidazy, ktera je schopna degradovat kapsaicin a dihydrokapsaicin [21-23].
To bylo rovnéz potvrzeno v experimentu. Peroxidazova aktivita se zvySovala v dob¢, kdy
koncentrace kapsaicinoidt zacala klesat [24]. K degradaci kapsaicinoidi dochazi i béhem
jejich uloZeni. Byl proveden experiment, ktery sledoval ubytek kapsaicinoida v plodech
Capsicum annuum. U zhomogenizovanych vzorka se obsah kapsaicinoidii béhem nékolika
dnti snizil na troven pouhych 10% vychozi hodnoty. Tento pokles nebyl pozorovan
u plodu, které byly peclivé rozfezdny na poloviny. Mnohem nizs8i pokles byl pozorovan
pii ulozeni mletych vzorkl pod dusikem, zatimco skladovani
pod kyslikem mélo za nasledek zna¢né ztraty kapsaicinoidi. To potvrzuje, ze oxidacni
procesy jsou pricinou poklesu obsahu kapsaicinoidi [25].

Variabilita ostrosti je =zavisla nejen na genotypu papriky, ale zaroven
na zemépisném puvodu papriky (respektive na environmentalnich rozdilech).
Experimentalné bylo prokdzano, ze zivotni prostiedi mélo vétsi vliv na hladiny ostrosti
nez genotyp dané papriky. Dulezitym faktorem je dostupnost vody, vyvojova faze, ve které
se paprika nachazi [26], mineralni vyziva [27] a infekce rostlin papriky [28]. Z hlediska
genotypu plati, ze ¢im je plod papriky mensi, tim je hladina kapsaicinoidi v paprice vyssi -
velké plody papriky seté (C. annuum) maji nizsi obsah kapsaicinoidli nez stfedné velké
plody (napf. tabasco), nejvyssi obsah kapsaicinoidd se nachazi v malych plodech (napf.
chilli, C. frutescens) [11]. Pfi testovani kapsaicinoidl bylo rovnéz zjisténo, ze lidé vnimaji
Stiplavost kazdého kapsaicinoidu (pti nizkych koncentracich) zcela odlisné. Kapsaicin,
dihydrokapsaicin a homodihydrokapsaicin zptisobovaly velmi nepfijemné pocity na rozdil
od nordihydrokapsaicinu, ktery pisobil podstatné méné drazdivé nez vySe uvedené latky
[7]. Tyto vyznamnéjsi rozdily ve vnimani kapsaicinoidi znamenaji, ze je dilezité studovat
kazdy kapsaicinoid samostatné. Kombinaci riznych Kapsaicinoida Ize produkovat rizné
ostrosti, které jsou charakteristické pro jednotlivé odriidy palivych paprik. Proto ptichazi
na fadu hrani si s mySlenkou o genetické manipulaci profilu kapsaicinoidd a jejich
naslednému specifickému uplatnéni [29].

Kapsaicinoidy jsou zajimavé rovnéz svymi farmakologickymi vlastnostmi — maji
analgetické a antikarcinogenni ucinky, ulevuji od bolesti, potlacuji zanéty, maji

antimykotické a antibakterialni vlastnosti, piisobi jako antioxidant, podporuji energeticky
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metabolismus a ztratu hmotnosti (tim, ze zvySuji t€lesnou teplotu), snizuji chut’ k jidlu
a potlac¢uji hromadéni tuku [14, 30]. Diky tomu dochazi k jejich hojnému pouzivani
i v medicin¢ ve formé krémd, naplasti a dal$ich pfipravkd na infekéni onemocnéni kiize
a sliznic. Ptikladem mohou byt ptipravky na 1é¢bu jednoduchych oparu (herpes simplex).
Dutivodem je fakt, Ze palivost kapsaicinu (obsazeného v téchto ptipravcich) snizuje citlivost
nervovych bunék na bolest [11]. Kapsaicinoidy jsou rovnéz pouzivany
pii vyrob¢ pepiovych sprejii, které jsou vyrdbény pro ucely individudlni sebeobrany
a slouzi rovnéz jako donucovaci prostiedek u policie [17]. Expozici kapsaicinoidim je ale
nutné regulovat, nebot’ se jedna o silné drazdidlo. Vyvolava fadu fyziologickych reakci,
které zahrnuji kaSel a daveni, dezorientaci, zarudnuti, kozni z¢ervenani, nadmérné slzeni,
dokonce az docasné oslepnuti a pocit intenzivniho paleni [31]. Vzhledem Kk Sirokému
spektru pouziti téchto latek neustdle narGistd produkce palivych paprik, ze kterych se
kapsaicinoidy ziskavaji. V roce 2011 se hodnota celosvétové produkce palivych paprik

vySplhala na 14,4 miliard americkych dolart, coZ je oproti roku 1980 ¢étyticetkrat vic [32].

2.3. Extrakce kapsaicinoidi

Kapsaicinoidy jsou latky, které se za laboratornich podminek Spatné rozpousti
ve vodé [33], naopak jsou dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech a tucich, jsou
bez barvy a zapachu. NejcastejSim zpisobem extrakce je extrakce riznymi rozpoustédly,
pouzit lze rovnéz extrakci kapalinou pod tlakem a superkritickou fluidni extrakci.
Pro extrakci kapsaicinoidl 1ze pouzit i dalsi techniky — macerace, extrakce na pevné fazi
(solid-phase  extraction, SPE), enzymem zprostfedkovana extrakce, macerace
s magnetickym michanim, mikrovinna extrakce (microwave-assisted extraction, MAE),
ultrazvukova extrakce (ultrasound-assisted extraction, USAE) a Soxhletova extrakce.
riznymi organickymi rozpousStédly — nejcastéji methanolem a acetonitrilem. Ptikladem
muze byt extrakce kapsaicinoidd, kde byla porovnavana extrakéni vytéznost acetonitrilu
a methanolu s extrakci na pevné fazi (SPE). Nejvyssi vytéznost byla pozorovana za pouziti
extrakce methanolem a nejnizsi hodnoty byly ziskany pomoci SPE [34]. Provadéna byla
rovnéz  studie, ktera se zaméfila na  efektivitu  extrakce  kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu ze vzorkd paprik. Ta se muize liSit v zavislosti na paprice, jejich
Castech a zplsobu zpracovani pfed samotnou extrakci. Extrahovany byly rizné ¢&asti

papriky (¢asti plodu, semena a cela paprika) a rovnéz bylo testovano, zda je extrakce
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ucinngjsi, pokud jsou vzorky Cerstvé, lyofilizované nebo suSené v Susarn€. Testovana byla
celkem tfi rizna rozpoustédla - ethanol, acetonitril a aceton, a délka extrakce. Bylo
zjisténo, ze kombinace piipravy vzorku a rozpoustédla vyznamné ovlivnila vytézky obou
kapsaicinoidu. Ethanol a acetonitril byla lepsi rozpoustédla pro extrakci kapsaicinu
z Cerstvych vzorkl, zatimco aceton byl lepsi pro extrakci suSenych ¢asti paprik. Vytézky
dihydrokapsaicinu z cCerstvych vzorkt byly také typicky vyssi u acetonitrilu a ethanolu
[35]. V dalsim experimentu byla testovana extrakce kapsaicinoidu riznymi rozpoustédly
sriznou polaritou (n-hexan, n-hexan/dichlormethan (1:1), dichlormethan, diethylether,
ethylacetat, aceton, methanol) a byla porovnavana se superkritickou fluidni extrakci
(extrakéni ¢inidlo COy). Vytézky extrakce kapsaicinoidi ziskané pomoci SFE byly
srovnatelné nebo mirné nizsi nez vytézky ziskané po extrakci ethylacetatem, acetonem
a dichlormethanem. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno extrakci methanolem. Obecné bylo
zjisténo, zZe se zvysujici se polaritou extrakéniho rozpoustédla 1ze pozorovat néarast signala
ve vyslednych chromatogramech. Déle vysledky studie ukazaly, ze SFE ve srovnani
s extrakei rozpouStédlem umoziiuje kratsi doby extrakce, kratS§i piipravu vzorku
pfed HPLC analyzou, pracuje se v Sirokém koncentraénim rozmezi a ve vysledném HPLC
chromatogramu se nachdzi mén¢ interferujicich signalt [36].

Pro izolaci kapsaicinoidi pritomnych ve Spanélskych palivych paprikach lze vyuzit
i extrakci kapalinou pod tlakem (pressurized liquid extraction, PLE). VVzorky paprik byly
cerstvé, oloupané, zbavené semen a stopky. Takto pfipravené vzorky byly rozmixovany
na homogenni pastu. Extrakéni komora byla naplnéna extrakénim rozpoustédlem,
natlakovana na 100 atm a zahtata na teploty v rozmezi od 50 do 200 °C. Testovano bylo
nékolik extrakénich proménnych: rozpoustédlo (methanol, ethanol a voda), rizné procento
vody v methanolu (0-20%) a v ethanolu (0-20%) a pocet extrakénich cyklu. Z takto
pfipravenych vzorkli se nakonec podafilo kvantifikovat celkem pét kapsaicinoidi:
nordihydrokapsaicin, kapsaicin,  dihydrokapsaicin, izomer  dihydrokapsaicinu
a homodihydrokapsaicinu [37].

Moznosti je i pouziti macerace. Ta byla vyuzita naptiklad pro sledovani poklesu
obsahu kapsaicinoidii v zelenych a Cervenych paprikach. V tomto ptipad¢ extrakce trvala
30 minut a jako rozpoustédlo byl pouzit methanol [25]. V nékterych piipadech je mozné
provadét extrakci na pevné fazi (SPE). Piikladem muze byt analyza, kde kapsaicin
a dihydrokapsaicin byly extrahovany za pouZziti akcelerované extrakce rozpoustédlem.
Extrakénim rozpoustédlem byl methanol, doba extrakce byla 5 minut a probehly

3 cykly. Methanolické extrakty byly vy¢istény extrakci na pevné fazi (SPE) na C18
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kolonkéch pfi¢emz vytéznost €inila 90,2 az 98,0%. Optimalizovand metoda extrakce byla
pouzita pro stanoveni dvou kapsaicinoidd v deseti variacich vzorkt palivych paprik.
Celkovy obsah kapsaicinoidii odpovidal Scovilleho jednotkam (SHU) v rozmezi 34 600 -
135 700. Vétsinou byl obsah kapsaicinu v realnych vzorcich vys$S§i nez obsah
dihydrokapsaicinu [38]. SPE byla rovnéz provadéna pii extrakci kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu ze vzorku chilli paprik. Nejprve byly vzorky extrahovany methanolem
pii neustalém michani. Celkovy obsah kapsaicinoidi odpovidal Scovilleho jednotkam
(SHU) v rozmezi 26 400 az 106 000. Ve vétsiné piipadd bylo opét primérné mnozstvi
kapsaicinu (62%) v realnych vzorcich vy$si nez mnozstvi dihydrokapsicinu (38%) [39].

K extrakci kapsaicinoidl lze rovnéz pouzit enzymem zprostiedkovanou extrakci.
Ta byla pouzita v ptipadé extrakce vzorka Chili Guajillo puya (Capsicum annuum L.), kde
byla studovana selektivni extrakce kapsaicinoidi a karotenoidu. Vysledky ukazaly, Ze
pfi pouziti ethanolu jako rozpoustédla bylo ziskdno 80% kapsaicinoidl a 73% karotenoidd,
coz predstavuje zajimavou alternativu pro nahradu hexanu v primyslovych procesech.
Navic v ptipadé, ze pfedem doslo k oSetfeni vzorkli enzymy, které rozbijely bunécnou
sténu, doslo ke zvySeni vytézku extrakce — u karotenoidi o 11%, u kapsaicinoidd o 7%
[24, 40].

Dalsi moznosti je vyuziti mikrovinné extrakce (MAE). Piikladem muze byt
extrakéni metoda, ktera byla vyvinuta pro extrakci nordihydrokapsaicinu, kapsaicinu,
dihydrokapsaicinu, homokapsaicinu a homodihydrokapsaicinu ze vzorka paprik.
Pro extrakci byla pouzita mikrovinna extrakce a mezi analyzované parametry patfilo
extrak¢ni rozpoustédlo (methanol, ethanol, aceton, ethylacetat a voda), dale teplota (50 az
200 °C), mnozstvi vzorku (0,1 az 1 g), objem rozpoustédla (15 az 50 ml) a doba extrakce
(5-20 min). Nejlepsich vysledki bylo dosazeno, kdyz teplota extrakce byla 125 °C, pouzito
bylo 25 ml rozpoustédla, navazka papriky ¢inila 0,5 g (vzorek papriky byl cerstvé
rozmélnény) a extrakce probihala po dobu 5 minut za pouziti 100% ethanolu jako
rozpoustédla. Tento extrak¢éni zplisob byl zaroven porovnavan s tradiCnim extrakénim
zptisobem — konkrétné maceraci s magnetickym michanim. Pfi této porovndvaci metod¢
byly vzorky extrahovany rtzné¢ dlouho (5, 10, 15, 20, 25 a 30 min). Pouzitym
rozpoustédlem byl ethanol a teplota extrakce byla 25 °C (divodem bylo zabranit
odpafovani ethanolu pfi vysSich teplotach). Bylo potvrzeno, Ze MAE je mnohem rychlejsi
metoda. Vysledky ziskané po 30 minutach magnetického michani odpovidaly vysledkim
po 5 minutach mikrovinné extrakce [41]. Mezi tradi¢ni extrakéni metody lze zatadit

i ultrazvukovou extrakci. Napiiklad analyza, ktera se zabyvala extrakci kapsaicinu
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a dihydrokapsaicinu z paprik pochazejicich z Mexika. Podminky ultrazvukové extrakce
byly optimalizovany tak, aby se maximalizovala vytéznost extrakce analytu. Mezi
optimalizované parametry patiilo rozpoustédlo (ethanol a voda), doba extrakce (5-25 min),
extrakéni teplota (25-50 °C), mnozstvi vzorku (0,25-0,5 g) a sila ultrazvuku (40-80%).
Nejvyznamnéj$imi podminkami pro extrakci kapsaicinoidii ultrazvukovou extrakei byl typ
rozpoustédla, doba extrakce a mnozstvi vzorku. NejlepSich vysledkll pfi extrakci
kapsaicinu a dihydrokapsaicinu bylo dosazeno pii pouziti ethanolu jako rozpoustédla
za relativné kratkou dobu (25 min) [42]. Vysledky byly srovnatelné s témi, které byly
ziskany Soxhletovou extrakéni metodou [43]. Vyhodu USAE je, Zze neni potieba velké
mnozstvi vzorku a rozpoustédla a dochdzi k zasadnimu zkraceni doby extrakce
(Soxhletova extrakce vyzadovala 5 hod 25 min) [42]. Obdobna extrakéni technika byla
testovana rovnéz na vzorcich palivych chilli paprik. V tomto piipadé byla testovéana tii
rozpoustédla — aceton, acetonitril a methanol. Nejvyssi vytézek byl ziskan pti extrakci
acetonitrilem. Optimalizace objemu rozpoustédla a ¢asu sonifikace byla proto provadéna
praveé pro acetonitril. Optimalizace objemu rozpoustédla byla provadéna na 0,3 g vzorku
chilli, ktery byl 60 min sonifikovan s 10, 15, 20, 30 a 40 ml acetonitrilu a ¢as sonifikace
byl testovan rovnéz na 0,3 g vzorku chilli s 10 ml acetonitrilu po dobu 10, 30, 45, 60, 75
a 105 minut. Nejlepsich vysledkd bylo dosazeno pii pouziti 10 ml acetonitrilu a 60 min
dlouhé sonifikaci [44]. Obecné plati, z2 MAE a PLE jsou podobné techniky a patii
ke klasickym extrakénim metodam. Jedna se o uZivatelsky nendro¢né, relativné rychlé
techniky, které vyzaduji vyznamné mensi mnozstvi organického rozpoustédla. Jedinou
nevyhodou je nutnost zvaZzeni teploty, pfi které bude extrakce probihat, aby nedochazelo
k tepelné degradaci analytu [45].

Jak bylo uvedeno vyse, pro extrakci kapsaicinoidil 1ze vyuzit 1 Soxhletovu extrakei.
Ta byla pouzita v nékolika extrak¢nich postupech [43, 46], ovSem jedna se o ¢asoveé velmi
narocnou metodu (extrakce trva vétSinou kolem 5 hodin) a proto pfi velkém mnoZstvi

vzorkl a pfi rutinni analyze neni tato extrakeni technika pfili§ vyuZivéana.

2.4. Analyza kapsaicinoida

Existuje ne€kolik pfistupli a metod, jak 1ze kapsaicinoidy zkoumat. Prvni metodou,
ktera tyto latky zkoumala, byl organolepticky test [12]. Mezi dal$i metody, které v dne$ni
dob¢ nejsou piili§ vyhledavané, patti kolorimetrické metody [27], pfima UV spektrometrie

[47, 48] a infracervena reflektancni spektroskopie (near-infrared reflectance spectroscopy,
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NIR) [49]. Dale chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography, TLC) [19, 50],
elektrochemické metody [51, 52], elektrochemické senzory [53], kapilarni elektroforéza
[54], plynova chromatografic (gas chromatography, GC) [55], plynova chromatografie
s hmotnostni  spektrometrii  (gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)
a (ultra)vysokoucinna kapalinova chromatografiec na reverzni fazi (reverse phase —
(ultra)high-performance liquid chromatography, RP-(U)HPLC) nebo HPLC ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS). HPLC metoda je zdaleka nejbéznéjsi technika
pouzivana pro identifikaci a kvantifikace téchto sloucenin. Dlivodem je moZnost

optimalizace metody, ktera pfinasi usporu nakladu a casu.

2.4.1 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Jednou z moznosti separace, detekce a kvantifikace kapsaicinoidi v paprikach je
analyza plynovou chromatografii (GC) spojenou s hmotnostnim spektrometrem (MS).
Piikladem muze byt analyza, kdy ptredem lyofilizované vzorky byly extrahovany
acetonitrilem, sonifikovany, centrifugovany a finalné ptefiltrovany ptes diskovy mikrofiltr.
Takto ptipravené vzorky byly analyzovany GC-MS s HP-5MS kolonou (30 m x 0.25 mm,
0.25 pm). Identifikace a kvantifikace byly provadény pomoci full scanu
a monitorovanim vybraného iontu (Selected ion monitoring mode, SIM). Fragmentac¢ni
spektra kapsaicinoidd se az na molekularni ionty pfili§ nelisila. Nejintenzivnéj$im iontem
ve spektru byl ion m/z = 137, coz odpovida vanillylové ¢asti. Kvantifikace byla provadéna
za pouziti molekulovych iontd kazdé slouceniny (m/z = 293, 293, 279, 305, 307,
pro nordihydrokapsaicin, nonivamid, nornordihydrokapsaicin, kapsaicin,
dihydrokapsaicinu). Metoda popsana v této studii byla jednoducha, rychla, umoznila
detekci fady sloucenin pomoci jednoduché extrakce nasledované piimou analyzou GC-MS
a jevi se jako vhodna technika pro rychly screening vzorku [56].

Dalsi moznosti vyuziti GC-MS pii analyze paprik je aplikace headspace
mikroextrakce na pevné fazi (headspace-solid phase microextraction, HS-SPME). SPME
byla vyvinuta, aby usnadnila a urychlila pfipravu vzorkli pro analyzu te€kavych
a semitékavych sloucenin. Metoda je rychld, pfesnd a vyzaduje pouze malé mnozstvi
vzorku. Mezi hlavni parametry, které ovliviiuji proces SPME, patii vybér vlakna, teplota
extrakce, extrakéni Casovy profil, desorpéni ¢as a pH. Na mikroextrak¢énich vlédknech

dochdzi k prekoncentraci vzorku. Mezi Casto pouZzivand mikroextrakéni vlakna patii
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PDMS (Polydimethylsiloxan) a PDMS/DVB (Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen) vlakna
[43].

2.4.2 Kapalinova chromatografie a kapalinova chromatografie

s hmotnostni spektrometrii

Nejcastéji aplikovanou technikou, kterd je vhodna na analyzu kapsaicinoidu, je
(ultra)vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-(U)HPLC). Typické
je pouziti kolon C18 nebo C8 a vodnych methanolovych nebo acetonitrilovych mobilnich
fazi. Je nekolik moznosti detekce analyzovanych latek - ultrafialovym, fluorescen¢nim,
elektrochemickym detektorem nebo hmotnostni spektrometrii.

Prikladem analyzy kapsaicinoidii kapalinovou chromatografii s UV detekci miize
byt analyza vzorkl po extrakci methanolem. Pouzita byla kolona Inertsil ODS-3V, eluce
byla gradientova, mobilni faze obsahovala: A: acetonitril, B: voda + 0.5% Kkyseliny
mravenci, detekce probihala pii vinové délce 280 nm [57]. Kolona ACQUITY UPLC BEH
C18 byla pouzita pro oddéleni sedmnacti kapsaicinoidl (pfirodnich a syntetickych). Eluce
byla gradientova a mobilni faze byla slozena z A: voda (+0,1% kyselina octova), B:
acetonitril (+0,1% kyselina octova). Detekce probihala rovnéz pii 280 nm [58]. Ptikladem
izokratické eluce mize byt analyza na kolon¢ C18, kde mobilni faze obsahovala acetonitril
a vodu (1:1, v/v). Detektor sledoval vlnové délky 202, 222 a 280 nm [47]. V jiném ptipadé
byla pouzita kolona C8, eluce byla izokraticka a mobilni faze méla slozeni 40% (Vv/v)
acetonitril a 60% (v/v) kyselina ortofosfore¢na, detekce probihala pti 281 nm [59]. UHPLC
analyza na reverzni fazi (C18) byla rovnéz vyuzita pfi identifikaci a kvantifikaci
nordihydrokapsaicinu, kapsaicinu, dihydrokapsaicinu, homokapsaicinu
a homodihydrokapsaicinu. Eluce byla gradientova a mobilni faze obsahovala vodu (+0,1%
kyselina octova) a methanol (+0,1% kyselina octova). Kvantifikace latek probihala pti 280
nm a metodika byla porovnavéana s konvenc¢ni HPLC metodou. Vyhodou UHPLC metody
je mala spotfeba rozpoustédla a kratsi délka analyzy [60].

Krom¢ UV detekce Ize pii analyze kapsaicinoidi vyuzit i fluorescencniho
detektoru. Napiiklad separace na monolitické koloné Chromolith TH Performance RP-18e
a nasledna detekce pfi 278 nm (excitace) a 310 nm (emise). Pii analyze byla pouZita
gradientova eluce a mobilni faze se skladdala z vody (+0,1% kyselina octovd) a methanolu
(+0,1% kyselina octova) [41]. Fluorescen¢ni detektor byl vyuzit i pro analyzu kapsaicinu

a dihydrokapsaicinu pii studiu biotransformace kapsaicinoidi v tenkém stievé potkant.
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Separace probihala na kolon¢ ZORBAX Eclipse (R) XDB-C8, eluce byla izokraticka
a mobilni faze obsahovala 0.05 M roztok kyseliny ortofosfore¢né a acetonitril (60:40, v/v;
pH 3.0). Fluorescencni detektor sledoval excitaci a emisi pii vinovych délkach 230 a 323
nm [61]. Dalsim piikladem muze byt HPLC analyza, kde byla pouzita kolona Hypersil
ODS C18, mobilni faze obsahovala smé&s methanol:voda (50-70% v/v), excitace byla
monitorovana pii 278 nm a emise pii 310 nm [38]. UHPLC analyza kapsaicinoidt
v gochujang (pikantni a ostré fermentované korejské koteni) byla provedena na koloné
LaChromUltra C18. Mobilni faze byla sloZzena z acetonitrilu a 1% kyseliny mravenci
ve vode (60:40, v/v), fluorescencni detektor byl nastaven na 280 nm pro excitaci a 325 nm
pro ziskani emisich spekter [62]. Dal§im zajimavym experimentem byla analyza novych
hybridt palivych paprik. Separace kapsaicinoidd probihala na koloné¢ Nucleodur C18,
Cross-Linked, eluce byla izokraticka, mobilni faze byla slozena z vody a acetonitrilu (1:1,
v/v) a detektor monitoroval 280nm (excitace) a 320nm (emise). V analyzovanych
vzorcich se podafilo oddélit a stanovit sedm kapsaicinoidii - hlavnimi slouc¢eninami byly
nordihydrokapsaicin, kapsaicin a dihydrokapsaicin, zatimco derivaty homokapsaicinu
a homodihydrokapsaicinu byly detekovany jako vedlejsi slozky [63].

K detekci kapsaicinoidl je rovnéz mozné pouzit hmotnostni spektrometr. Spojeni
(U)HPLC-MS je ovSsem cenové i pristrojové naro¢né a ne kazda laboratof si muze tuto
techniku dovolit. Velkou vyhodou této techniky je vysoka selektivita a citlivost metody.
Existuje vice zplsobi ionizace, které umoznuji propojeni kapalinové chromatografie
a hmotnostniho spektrometru - chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric
pressure chemical ionization, APCI) a ionizace elektrosprejem (electrospray ionization,
ESI) za pouziti iontové pasti [64] nebo kvadrupdlového hmotnostniho spektrometru.
Vyuzit 1ze rovnéz i priletového analyzatoru (time-off-flight, TOF) [65].

Prikladem pouziti ionizace elektrosprejem, mize byt experiment, kde k separaci
kapsaicinoidu a piperint metodou LC-MS byla pouzita kolona Zorbax Eclipse XDB-C18,
eluce byla gradientova a mobilni fazi tvofil acetonitril a voda (+0,5% kyseliny mravenci).
Sledovany byly nasledujici protonované molekuly: nordihydrokapsaicin (m/z = 294),
kapsaicin (m/z = 306), dihydrokapsaicin (m/z = 308), dva isomery homokapsaicinu
(homokapsaicin 1 a II) (m/z = 320), dva isomery homodihydrokapsaicinu
(homodihydrokapsaicin I a II) (m/z = 322), nonivamid (m/z = 293.9), piperin (m/z = 286.2)
a piperin isomer (m/z = 286.2). Izomerni kapsaicinoidy homokapsaicin | a homokapsaicin
Il (m/z = 308) a homodihydrokapsaicin | a homodihydrokapsaicin Il (m/z = 320) jsou

latky, které se lisi v pozici koncovych CHjz skupin, ale ne v molekulové hmotnosti.
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Na zakladé¢ MS spekter nelze jednozna¢né urcit, ktery chromatograficky pik odpovida
danému izomeru (nelze jednoznacné objasnit polohu dvojné vazby nebo polohu methylové
skupiny). Po provedeni MS-MS bylo zjisténo, ze isomery se navzajem lisi
ve fragmentaCnich spektrech [57, 66]. V jiné studii bylo pouzito LC-ESI-MS-MS
na analyzu kapsaicinoidit z plazmy potkana. Divodem pouziti tandemové hmotnostni
spektrometrie byl pfedpoklad pomémé nizké plazmatické koncentrace kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu ve vzorku, coz vyzaduje znacnou citlivost metody. Separace
kapsaicinu a dihydrokapsaicinu probihala na koloné¢ Zorbax SB-C18, mobilni faze
obsahovala acetonitril a vodu (55:45, v/v) s ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci (v/v). Jak
bylo uvedeno vyse, ionizace byla provadéna elektrosprejem. Bylo zjisténo, Ze intenzita
signdlu v pozitivnim modédu byla mnohem vy$§i nez intenzita  signalu
v negativnim modu. V pozitivhim modu byly sledovany protonované molekularni ionty -
m/z = 306 pro kapsaicin a m/z = 308 pro dihydrokapsaicin. Po fragmentaci protonovanych
molekularnich iontd [M+H]" se v produktovych spektrech obou latek objevil intenzivni ion
m/z = 137 (odpovida benzenovému jadru s -OH a -OCH,CH3; skupinou) [67]. LC-ESI-MS
a LC-ESI-MS-MS byly rovnéz pouzity pro analyzu kapsaicinu, dihydrokapsaicinu
a nonivamidu v pepfovém spreji. Chromatografického oddéleni kapsaicinoidnich analogt
bylo dosazeno za pouZiti kolony s reverzni fazi a postupnym gradientem methanolu
a destilované vody (+0,1% kyselina mraven¢i) (v/v). Identifikace a kvantifikace
kapsaicinoidu bylo dosazeno jak jednostupiiovou hmotnostni spektrometrii, ktera sledovala
protonované molekuly kapsaicinu (m/z = 306), dihydrokapsaicinu (m/z = 308)
a nonivamidu (m/z = 294), tak tandemovou hmotnostni spektrometrii, ktera monitoruje
ptislusné iontové prechody prekurzor-produkt. Analyza vybranych pepiovych sprejl
ukdzala, Ze koncentrace kapsaicinoidli ve vyrobcich byla v rozmezi od 0,7 do 40,5 pg/ul
[68]. ESI bylo vyuzito i pfi spojeni kapalinové chromatografie s pruletovym analyzatorem
(TOF), coz je technika, ktera umoznuje stanoveni piesné hmotnosti a je schopna
izotopického rozliSeni v celém hmotnostnim rozsahu bez ohroZeni citlivosti.
Chromatografické separace kapsaicinu a dihydrokapsaicinu bylo dosazeno na koloné
Waters Symmetry C18 column za pouziti gradientu methanolu a vody. Metoda se jevi jako
vhodna technika k provadéni rutinnich analyz v Slechtitelskych programech (pfesto jsou
podobné analyzy provadéné piedevSim na kvadrupolovych analyzatorech nebo
na iontovych pastech). TOF poskytuje také informace o izotopové distribuci, coz umoziuje

jeho pouziti v metabolickych studiich se stabilnimi izotopy [65].
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Pro ionizaci lze rovnéZ pouzit chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI).
Studie, ktera porovnavala ESI a APCI ovSem potvrdila, Ze lepsi citlivost ma ionizace
elektrosprejem v pozitivnim moédu [69]. Piikladem pouziti APCI muze byt analyza, kde
pomoci HPLC-APCI-MS techniky byly sledovany kapsaicinoidy z plodid paprik - 12
minoritnich a 3 majoritni. Pouzita byla kolona Phenomenex C18 Synergi-Hydro-RP, eluce
byla gradientovd a mobilni fize obsahovala A: voda (+0.5% kyselina octova):acetonitril
(90:10 v/v), B: acetonitril (+0.5% kyselina octova):voda (90:10 v/v). Vsechny
kapsaicinoidy byly monitorovany pii 280 nm a navic byla zaznamenavana UV-VIS spektra
v rozmezi 200-600 nm. Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni
spektrometrii byla mimotadné uzite¢na pii identifikaci pikd a dal$i charakterizaci
jednotlivych latek. Nicméné diferenciace nékolika kapsaicinoidnich izomerd, které se
lisily v konfiguraci (E-, Z-izomery), poloze dvojné vazby a poloze methylové skupiny
podél acylového fetézce, vyhradné pomoci LC-MS nemohlo byt dosazeno. Technika APCI
poskytla informace o molekulové hmotnosti [M+H]" iontl a fragmenta¢ni spektra ziskana
pomoci CID (kolizi indukovana disociace) poskytla cenné informace pro dalsi
charakterizaci kapsaicinoidl, které se li§i stupném nasyceni a poctem atoma uhliku
v acylovém fetézci. Spolecné snaméfenymi UV spektry bylo mozno identifikovat
jednotlivé slouceniny [64]. Obdobny experiment za pouziti UHPLC-DAD-MS-MS
s ionizaci za atmosférického tlaku byl provadén na plodech Capsicum chinense, kde byl
kvantifikovan kapsaicin a dihydrokapsaicin. Separace kapsaicinoidi byla provadéna
na kolon¢ Hypersil Gold C18, eluce byla izokraticka a mobilni faze se skladala z vody
a acetonitrilu (40:60, v/v), UV spektra byla métena pii 280 nm, MS spektra byla sbirdna
v pozitivnim ionizanim moédu. Metoda se jevi jako vhodna technika k rychlé rutinni
analyze a mize byt pouzita k urfeni koncentraci jinych malych kapsaicinoidd [70].
Chemické ionizace za atmosférického tlaku bylo vyuzito i pii dal$ich analyzach [69, 71].
Piesto je rozsitenéjsi aplikace ionizace elektrosprejem.

Testovana byla rovnéz kapalinova chromatografie ve spojeni s elektrochemickym
detektorem (HPLC-ED). Prikladem muze byt analyza, kde byl identifikovan
a kvantifikovan kapsaicin v riznych ¢astech plodt paprik (vrchni ¢ast plodu, kde ptiseda
zbytek kvétni stopky, spodni ¢ast papriky, semena a semenik). Nejvhodnéj$i podminky
pro stanoveni kapsaicinu byly nésledujici: potencial pracovni elektrody byl nastaven
na 750 mV, mobilni faze obsahovala acetatovy pufr (pH 4) a methanol v poméru 40:60
(v/v). Za téchto podminek byly zméteny i vzorky s velmi nizkou koncentraci kapsaicinu.

BéZzné se tato metoda prili§ nepouziva. Pievazuje spiSe spojeni s jinymi detektory [72].
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Cilem bézné laboratofe je nalézt jednoduchou, finanéné nenaroc¢nou, spolehlivou
a robustni metodu, ktera by byla pouzitelna i pro rizné materidly a byla metodou
univerzalni. Teoreticka Cast rigordzni prace popisovala vlastnosti a vyuziti kapsaicinoidd.
Zameéftena byla predevSim na metody extrakce a separacni techniky, které se pfi identifikaci
a kvantifikaci téchto latek pouzivaji. Prakticka ¢ast byla vypracovana na zakladé teoretické
Casti a tykala se testovani vytéznosti rdznych extrakénich postupti pro kapsaicin
a dihydrokapsaicin ze vzorkt paprik. Cilem bylo najit vhodné podminky pro extrakci vzorka
a vyvinout a optimalizovat UHPLC metodu s UV detekci.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pristrojové vybaveni a chemikalie

K vlastnimu méfeni vzorkt byl pouzit pfistroj UHPLC UltiMate 3000 (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA) s UV detektorem. K ptipravé vzorkl byly pouzity
analytick¢ vahy (Kern), kulovy mlynek (Mixer Mill MM 400), ultrazvukova lazen
(SONOREX DIGITEC, BANDOLIN), centrifuga (HERMLE Z 300, BioTech a.s.),
lyofilizator (CHRIST BETA 1-8 LD Plus) a diskové mikrofiltry (Nylon, 0,22 pm)
(Chromservis s.r.0.).

Pouzité chemikélie: acetonitril (LC-MS grade, Sigma Aldrich, Praha, CR),
methanol (LC-MS grade, Sigma Aldrich, Praha, CR), destilovana voda pro HPLC (LC-MS
grade, Sigma Aldrich, Praha, CR) a kyselina mravendéi (98-100%, for analysis, Merck,
Némecko). Ke kvantifikaci byly pouzity standardy kapsaicinu a dihydrokapsaicinu (oba
Sigma Aldrich, Praha, CR).

3.2. Ptiprava rostlinného materialu

Realné vzorky pochézely z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Olomouci
z kolekce paprik Ing. Heleny Stavélikové Ph.D. a vzorky byly zpracovany a analyzovany
rovnéz ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby v Olomouci.

Vzorky byly vypéstovany podle standardniho postupu. Semena paprik byla
zavrtana do malych kvétinac¢u s perlitem. Ty byly umistény do Jacobsenova aparatu
na kli¢eni po dobu deseti dnti (S 12 hodinovym cyklem stfidani svétla a tmy), pficemz
po dobu tii dnti byla teplota udrzovana pii 35 °C a po 7 dnu pti 25 °C. Po 10 dnech byly
sazenice premistény do plastovych kvétina¢i s ristovym médiem. Sest tydni byly
ve skleniku. Poté byly paprikové vysadby zasazeny do izolacnich kleci. Sledovani
zdravotniho stavu bylo provadéno v priibéhu celého vegetacniho obdobi. Ve stadiu zralosti
byly sklizeny plody pro chemickou analyzu. Doptedu byly organoleptickou analyzou
vybrany ty druhy paprik, které vykazovaly nenulovou hladinu palivosti (sladké papriky
byly z analyzy na kapsaicinoidy vylouceny). Vybrané vzorky byly dale zpracovany.

Kapsaicinoidy jsou v plodu papriky zastoupeny nerovnomérné. Aby se piedeslo
zkresleni vysledku, byly plody paprik rozkrajeny na podélné prouzky. Poté byly vzorky
umistény do lyofilizatoru CHRIST BETA 1-8 LD Plus. Po lyofilizaci nasledovalo pomleti
vzorki na kulovém mlynku Mixer Mill MM 400, aby byla zajisténa co nejlepsi

homogenita vzorki. Takto pfipravené vzorky byly nachystané k navazeni
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a nasledné extrakci. Extrakce byla provadéna nékolika extrakénimi postupy (viz kapitola 4.
Vysledky a diskuze).

3.3. UHPLC metoda

Extrahované vzorky paprik byly analyzovany na UHPLC pfistroji UltiMate 3000
s UV detekei pii vinové délce 222 nm (referencni vinova délka byla 500 nm). Pouzita byla
kolona C18 (EC 100/2 NUCLEODUR C18 Gravity, 1,8 pum s pfedkolonkou EC 4/2
NUCLEODUR C18 Gravity, 1,8 um). Teplota kolony byla nastavena na 25 °C, teplota
v autosampleru byla nastavena na 10 °C. Analyza probihala pii izokratické eluci a nastiik
byl 5 pl. Mobilni faze obsahovala 40% acetonitrilu a 60% vody s 0,1% piidavkem kyseliny
mravenci. Pritok byl nastaven na 0,150 ml/min. Kvantifikace byla provadéna metodou

vnéjsi standardizace na standardy kapsaicinu a dihydrokapsaicinu.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Porovnani extrak¢nich postupii pii extrakci methanolem

Bylo testovano nékolik extrakénich postupt pii extrakci methanolem. Extrakce
byla provadéna na vzorku odridy Kocu (siln¢ paliva). Do 50 ml centrifugacnich
zkumavek bylo navazeno 650 mg vzorku. K navaZzenému vzorku se piidalo 25 ml
methanolu. Po dukladném zvortexovani bylo provedeno Sest extrak¢énich postupt (viz Tab.
I11.). Extrakce probihala v ultrazvukové lazni o teploté 35 °C. Teplota ultrazvukové 1azné
byla udrzovana termostatem. Po ukonceni extrakce byl vzorek pienesen do centrifugy
HERMLE Z 300, kde byl odstfedovan 15 minut pii 4500 ot/min. Po vyjmuti z centrifugy
byl vzorek dekantovan do zasobni vialky. Vzorky se uchovavaji v lednici pii + 5 °C.
Pred chromatografickou analyzou je potieba vzorek prefiltrovat ptes diskovy mikrofiltr

(PP, 0,22 pum) do vialky. Chromatograficka analyza probihala za podminek popsanych

v kapitole 3.3.
Extrakeéni postupy pii extrakci methanolem:

1 30 min macerace
2 30 min macerace + 15 min extrakce v ultrazvukové lazni
3 3 hod macerace
4 3 hod macerace + 15 min extrakce v ultrazvukové lazni
5 3 hod macerace + 30 min extrakce v ultrazvukové lazni
6 3 hod macerace + 60 min extrakce v ultrazvukové lazni

Tab. I11.: Extrak¢ni postupy pfi extrakci methanolem.
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Extrakéni Plocha kapsaicinu/dihydrokapsaicinu:
postup:
1 267682/168404
2 297075/179087
3 264658/165879
4 293074/178192
5 291052/174560
6 297009/178816

Tab. IV.: Extrakéni vytéznost v methanolu.

Na ziklad¢ vysledkii ziskanych pfi analyze vzorki, které byly extrahovany
methanolem, bylo zjisténo, ze optimalnim extrakénim postupem je 30 min macerace a 15
min extrakce v ultrazvukové lazni (viz tab. IV.).

Vzhledem Kk vysoké odezvé stanovovanych latek, byla testovana niz$i navazka.
Navazka tedy byla zménéna na 100 mg vzorku, dale byl snizen objem rozpoustédla na 4
ml. Extrakéni postup zdstal stejny — 30 minut macerace a nasledné¢ 15 min extrakce
v ultrazvukové lazni pii 35 °C. Plochy pikd kapsaicinu a dihydrokapsaicinu, ziskané

chromatografickou analyzou, jsou zaznamenany v tabulce V.

Plocha kapsaicinu/dihydrokapsaicinu:
Vzorek 1 50100/28665
Vzorek 2 45631/30070
Vzorek 3 49844/30157
Primér: 48525/29631

Tab. V.: Extrakéni vytéznost 100 mg vzorku ve 4 ml methanolu.

Po této analyze byl zopakovan stejny extrakéni postup, ovsem jako rozpoustédlo

byl pouzit acetonitril (viz kap. 4.2.).
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4.2. Porovnani extrakénich postupti pii extrakci acetonitrilem

Do centrifugacnich zkumavek bylo navazeno 100 mg vzorku (jednalo se o stejny
vzorek jako v kap. 4.1.). K navaZzenému vzorku byly ptfidany 4 ml acetonitrilu. Nasledn¢
byla provedena 30 min macerace a 15 min extrakce V ultrazvukové lazni
pii 35 °C (stejné jako pii extrakci methanolem). Po ukonceni extrakce byl vzorek pienesen
do centrifugy, kde byl odstfed'ovan 15 minut pii 4500 ot/min. Po vyjmuti z centrifugy byl
vzorek dekantovan do zasobni vialky. Pfed chromatografickou analyzou byl vzorek

prefiltrovan pies diskovy mikrofiltr (PP, 0,22 um) do vialky.

Plocha kapsaicinu/dihydrokapsaicinu:
Vzorek 1 54143/25513
Vzorek 2 56802/28338
Vzorek 3 53969/25923
Primér: 54971/26591

Tab. VI.: Extrakéni vytéznost 100 mg vzorku ve 4 ml acetonitrilu.

Ze ziskanych vysledkt (viz tab. V. a VI.) bylo zjisténo, ze vytéznost pii extrakci
acetonitrilem je vyS$i neZ pii extrakci methanolem. Z toho diivodu byl v nasledujicich

experimentech jako rozpoustédlo pouzit acetonitril.

4.3. Optimalizace teploty pfii extrakci vzorku

Dalsim experimentem byla optimalizace teploty pfi 15 min extrakci
na ultrazvukové lazni, ktera nasledovala po 30 min maceraci. Testovano bylo 15 min
na ultrazvukové lazni pii teploté 35 °C, 45 °C, 55 °C a 65 °C. 100 mg vzorku papriky
(odrida Ozdobnad) bylo extrahovano 4 ml acetonitrilu, sledovany byly hodnoty kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu Primérné plochy pikt kapsaicinu a dihydrokapsaicinu ze tii analyz

jsou zaznamenany v Tab. VII.

27



Teplota
ultrazvukové Pramérna plocha kapsaicinu/dihydrokapsaicinu:
lazné:
35°C 15511/8482
45 °C 24779/12915
55°C 177970/66698
65 °C 69242/26586

Tab. VII.: Extrak¢ni vytéznost acetonitrilu pii 35 °C, 45 °C, 55 °C a 65 °C.

Pii optimalizaci teploty ultrazvukové lazné, kde probihala extrakce vzorkl, bylo
zjisténo, ze extrakéni vytéznost byla nejvyssi pii 55 °C. Na zakladé téchto vysledku byla
teplota ultrazvukové 1azné€ v dalSich experimentech nastavena na 55 °C.

I pres snizeni navazky na 100 mg byla vytéznost extrakce vysokd, proto

Vv nésledujicich analyzach byla navazka snizena na 50 mg vzorku.

4.4. Testovani vytéznosti druh¢ a tfeti extrakce

Dal§im experimentem bylo testovani druhé a tfeti extrakce. K 50 mg vzorku se
pfidalo 10 ml acetonitrilu. Vzorek byl 30 min macerovdn a nasledné¢ 15 min probihala
extrakce v ultrazvukové lazni pii 55 °C. Po ukonceni extrakce byl vzorek 15 min
centrifugovan pti 4500 rpm. Extrakt byl dekantovan do zasobni vialky (1. extrakt) a zbytek
z predchozi extrakce byl reextrahovan acetonitrilem. Ptidano bylo 5 ml acetonitrilu,
nasledovala 30 min macerace a 15 min extrakce v ultrazvukové lazni. Po ukonceni
extrakce byl vzorek centrifugovan a extrakt byl dekantovan do zasobni vialky (2. extrakt)
a zbytek z predchozi extrakce byl opét reextrahovan acetonitrilem. Bylo pfidano 5 ml
acetonitrilu, nasledovala 30 min macerace, 15 min extrakce V ultrazvukové lazni.
Po ukonceni extrakce byl vzorek 15 min centrifugovan a dekantovan do zasobni vialky
(3. extrakt). Pred UHPLC analyzou byly vzorky prefiltrovany pres diskovy mikrofiltr (PP,
0,22 um), nasledovala chromatograficka analyza a vytéznost prvni, druhé a teti extrakce je

uvedena v tab. VIII.
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Extrakce: Plocha kapsaicinu/dihydrokapsaicinu:
1. 19235/16557
19880/17243
18560/17151
2. 623/508
627/557
691/549
3. -

Tab. VIII.: Vytéznost prvni, druhé a tieti extrakce.

Z naméfenych dat je patrné, ze 96,63% kapsaicinu a 96,83% dihydrokapsaicinu je
vyextrahovdno pii prvni extrakci. VytéZznost druhé extrakce byla 3,37% pro kapsaicin
a 3,17% dihydrokapsaicin. Pfi tieti extrakci nebyla naméfena zadna hodnota, koncentrace
kapsaicinu a dihydrokapsaicinu byla pod limitem detekce (LOD). Tieti extrakci tedy neni
nutné provadét. V pifipad€ rozboru paprik ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby
v Olomouci neni nezbytné provadét druhou extrakci. Diivodem je velké mnozstvi vzorkd,
které je nutné zpracovat a nizka chyba, kterou je méteni zatizeno. V dalSich experimentech

byla provadéna pouze extrakce prvni.

4.5. Analyza vybranych vzorkl paprik

Metoda byla testovana na dvou odridach paprik, které vykazovaly nenulovou
hladinu palivosti — konkrétné se jednalo o odrudy Jatsubura Jopper (paliva) a Ostryj
Ukrajinskij 18 (siln¢ paliva). Od kazdé odridy bylo vysazeno 10 rostlin. Papriky byly
péstovany dle postupu v kapitole 3.2. Z kazdé rostliny bylo ve stadiu zralosti odebrano
nekolik plodi (minimdln€¢ 3), které byly dale zpracovany, zlyofilizovany a
zhomogenizovany (viz kap. 3.2.). Do 25 ml centrifugacnich zkumavek bylo navazeno

presné asi 50 mg vzorku (viz tab. 1X a X).
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Navazky

Odrutda: Jatsubura Jopper

a b c

49,58 | 49,45 | 50,05

50,20 | 50,20 | 50,20

49,87 | 50,03 | 49,77

49,84 | 49,98 | 49,98

49,67 | 49,86 | 49,88

49,62 | 49,49 | 49,62

49,33 | 49,25 | 49,90

50,10 | 50,70 | 50,40

O©| O N| o O Bl W DN -

49,45 | 49,48 | 49,86

10 49,90 | 49,74 | 50,07

Tab. IX.: Navazky vzorkl — odruda Jatsubura Jopper.

Navazky

Odrada: Ostryj Ukrajinskij 18

a b C
1 50,00 50,10 50,30
2 50,30 | 50,30 | 50,40
3 50,14 | 49,57 50,09
4 50,30 50,10 50,10
5 50,50 | 50,30 | 50,10
6 49,60 | 49,80 | 49,96
7 50,50 50,60 50,10
8 50,30 | 50,30 | 50,50
9 50,30 | 50,30 | 50,40
10 50,30 50,10 50,10

Tab. X.: Navazky vzorkt — odrida Ostryj Ukrajinskij 18.

30



Kazdy vzorek byl navéazen v triplikdtu. K navazenému vzorku bylo napipetovano
10 ml acetonitrilu. Vzorek byl poté 30 minut macerovan a nésledné byla zkumavka na 15
min vloZena do ultrazvukové lazn¢€ vyhiaté na 55 °C (viz kap. 4.1.). Po ukonceni extrakce
byl vzorek vlozen do centrifugy po dobu 15 minut pii 4500 ot/min. Po vyjmuti
z centrifugy byl vzorek prefiltrovan pies diskovy mikrofiltr (0,22 pm) do vialky
a podroben chromatografické analyze. VSechny vzorky a standardni roztoky byly
analyzovany dle metody uvedené v kapitole 3.3. Piiklad chromatografického zdznamu
separace kapsaicinu a dihydrokapsaicinu na realném vzorku palivé papriky je zobrazen na

obrazku |, pficemz kapsaicin eluuje v ¢ase 4,53 min, dihydrokapsaicin eluuje v 6. minut¢.

""" kapsaicin

dihydrokapsaicin

1= e i T il e Pl W

Obr. I.: Priklad chromatografického zdznamu z analyzy vzorku palivé papriky. Pik

v ¢ase 4,53 min odpovida kapsaicinu, pik v 6. minuté odpovida dihydrokapsaicinu.

4.5.1. Metoda vnéjsi standardizace

Kvantifikace byla provadéna metodou vnéjsi standardizace na standardy kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu. Kalibra¢ni fada kapsaicinu a dihydrokapsaicinu zahrnovala

koncentrace 0,5 ug/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 50 ug/ml a 100 ug/ml. Roztoky byly
31
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ptipraveny V acetonitrilu a to postupnym fedénim. Kazdy kalibraéni bod byl 3krat
proméien. Kalibra¢ni body a odpovidajici primérna plocha piku standardu kapsicinu

a dihydrokapsaicinu jsou zobrazeny v tabulce XI. Kalibra¢ni kiivku (primérna plocha pika

v zavislosti na koncentraci) kapsaicinu a dihydrokapsaicinu znazornuje graf I a II.

Kapsaicin Dihydrokapsaicin
c
[ug/ml] | Prameérna plocha Primérna plocha
0,5 3218,83 2515,67
1 8745,00 13046,80
5 45664,50 56700,83
10 104786,67 97990,50
50 449310,33 494927,83
100 940824,00 1057143,17

Tab. Xl.: Kalibra¢ni body a odpovidajici pruméma plocha piku standardu
kapsaicinu a dihydrokapsaicinu.

Kalibracni kiivka - kapsaicin

1.E+06
= 0337 - 344.78 /
8,E+05 y '
R®=0,9993
6.E+05
Plocha /
4.E+05
2,E+05 /

0,E+00

0 20 40 60 80 100 120

C [ug/mi]

Graf I.: Kalibra¢ni zavislost pro kapsaicin v rozsahu koncentraci 0,5 - 100 pg/ml.
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Kalibra¢ni kiivka - dihydrokapsaicin
1,E+06
P
8,E+05
Plocha 6,E+05
4,E+05 s
2,E+05
0,E+00 0”'/ . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120
C [ug/ml]

Graf 11.: Kalibra¢ni zavislost pro dihydrokapsaicin v rozsahu koncentraci 0,5 - 100

pg/ml.

4.5.2. Vyhodnoceni namétenych vzorki

Z chromatogramu byly vyhodnoceny plochy piku kapsaicinu a dihydrokapsacinu.

Tyto hodnoty jsou zaznamenany v tabulce XII.

Plocha kapsaicinu Plocha dihydrokapsaicinu
a b C a b C
Jatsubura Jopper

1 59968 | 60680 | 61017 | 25251 | 26159 | 26272
2 91805 | 92642 | 90042 | 43641 | 40443 | 40284
3 79669 | 77788 | 74135 | 22096 | 20737 | 20928
4 31845 | 34026 | 35489 | 9675 9843 8930
5 49196 | 48454 | 51515 | 19028 | 18851 | 18987
6 41531 | 39928 | 43645 | 17270 | 14997 | 16922
7 60887 | 58939 | 61468 | 10526 | 11541 | 11928
8 47388 | 53159 | 52206 | 10060 | 12088 | 11432
9 63165 | 65600 | 66993 | 18437 | 19839 | 20604
10 40018 | 38918 | 39478 3597 3563 4226
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Ostryj Ukrajinskij 18
60656 | 65606 | 66815 | 42498 | 43444 | 43275
89191 | 90629 | 91903 | 48058 | 49460 | 50825
118078 | 125236 | 121751 | 62391 | 65854 | 63549
62827 | 58435 | 63431 | 27424 | 26373 | 28021
58119 | 56294 | 54522 | 19531 | 20951 | 18612
86808 | 91654 | 87353 | 45677 | 46511 | 49445
90783 | 79297 | 76078 | 37689 | 39588 | 38152
51607 | 51175 | 50157 | 30787 | 31312 | 30807
94048 | 85280 | 93083 | 46057 | 45404 | 44391
10 73076 | 72304 | 68763 | 33234 | 34898 | 32648

©O©| O N| o O b W N

Tab. XIll.: Plocha chromatografického piku kapsaicinu a dihydrokapsaicinu

u analyzovanych vzorki.

Ziskané hodnoty byly dosazeny do rovnic kalibrac¢nich zavislosti (graf | a II).
Po piepoctu na aktualni navazku (tab. IX a X) byl vypo¢itan pramérny obsah kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu v jednotkach mg/kg v suchém stavu (viz tabulka XIII).

Pramérny obsah | Primérny obsah
kapsaicinu dihydrokapsaicinu
[ma/kg] [ma/kg]
Jatsubura Jopper
1 1312,54 572,06
2 1959,41 861,95
3 1664,58 481,11
4 732,04 255,86
5 1076,65 437,93
6 908,29 390,68
7 1315,10 293,73
8 1089,12 285,79
9 1416,45 452,61
10 854,51 147,30
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Ostryj Ukrajinskij 18
1 1382,17 893,84
2 1934,59 1011,08
3 2617,82 1296,01
4 1321,67 592,88
5 1206,26 447,66
6 1913,48 979,28
7 1750,69 802,13
8 1091,40 660,52
9 1939,45 932,22
10 1531,23 713,06

Tab. XIIl.: Vypocitany obsah kapsaicinu a dihydrokapsaicinu pro jednotlivé vzorky
paprik v mg/kg suché hmoty.

Ob¢ odrudy shodné vykazuji velkou biologickou diverzitu. I ptes stejné podminky
péstovani jsou rozdily v obsahu kapsaicinu a dihydrokapsaicinu mezi deseti vzorky
(ziskanymi z deseti rostlin) velké. Statisticky neni mozné mezi sebou tyto vzorky
prumérovat, protoze by dochdzelo ke zkresleni vysledku.

Namétené hodnoty kapsaicinu a dihydrokapsaicinu u odrudy Jatsubura Jopper byly
ve vétsing piipadu nizsi nez u odrudy Ostryj Ukrajinskij 18. Nejvyssi hodnoty kapsaicinu
a dihydrokapsaicinu u odrudy Jatsubura Jopper byly naméfeny u vzorku z rostliny ¢islo 2.
hodnota dihydrokapsaicinu se nachazela ve vzorku 10. U odrudy Ostryj Ukrajinskij 18 byl
nejvyssi obsah kapsaicinu a dihydrokapsaicinu naméfen ve vzorku z rostliny cislo 3.
V nejmensim mnozstvi nalézal ve vzorku zrostliny ¢islo 5. Vysledky potvrdily popisy
kuratora kolekce a vysledky organoleptického testu, ze odrida Ostryj Ukrajinskij 18 je

palivéjsi nez odruda Jatsubura Jopper.
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5. Zavér

Rada piikladi z literatury odkazuje na pouziti kapalinové chromatografie
pfi analyze kapsaicinoidll. Stejna technika byla pouzita pfi experimentech.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na vyvoj a aplikaci metody na kvalifikaci
a kvantifikaci kapsaicinu a dihydrokapsaicinu ve vzorcich paprik. Zaméieno bylo
pfedev§im na optimalizaci extrakce. Testovano bylo nékolik extrakénich postupii
v methanolu, pficemz nejlepsich vysledkti bylo dosazeno pti 30 min maceraci a 15 min
extrakci Vv ultrazvukové lazni. Tento extrak¢éni postup byl zopakovan s acetonitrilem,
pficemz bylo zjiSténo, Ze vytéZnost extrakce S acetonitrilem je vyS$i nez pii pouZiti
methanolu. Optimalizovana byla rovnéZ teplota ultrazvukové 1azné¢ — nejvyssi vytéznost
byla pfi teploté 55 °C. Nasledn¢ bylo dokazano, ze pti experimentu staci provadét pouze 1.
extrakci. Vytéznost druhé extrakce byla pouze 3,37% pro kapsaicin a 3,17%
pro dihydrokapsaicin. Pfi tieti extrakci byla koncentrace kapsaicinu a dihydrokapsaicinu
pod limitem detekce. Vyvinuta metoda byla nakonec aplikovana na vzorky dvou odrad
paprik - Jatsubura Jopper a Ostryj Ukrajinskij 18. Od kazdé odridy bylo vypéstovano 10
rostlin. Vysledkem bylo zjisténi, Ze i pies stejné podminky péstovani jsou rozdily
kapsaicinu a dihydrokapsaicinu u deseti rostlin stejné odridy velké — obé odridy vykazuji
velkou biologickou diverzitu.

Vysledky prokazaly, Zze metoda je vhodna pro pravidelny screening vzorkt paprik
na obsah kapsaicinu a dihydrokapsaicinu. Tato metoda nasla své uplatnéni pti kazdoro¢nim

popisu genetického fondu paprik ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby v Olomouci.
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