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Zomam pouzitych skratiek
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CVv
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PG
PIGE
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1. Uvod

Kapsaicin je prirodny alkaloid vyskytujici sa v plodoch ¢ili paprik, ktoré patria
k najdolezitejSim a najrozsSirenejSim koreninim na svete. Za ich popularitou stoja
vyznamné organoleptické vlastnosti, predovsetkym typicka Sstiplava chut. Okrem toho
ma kapsaicin antioxida¢né ¢i antimikrobialne uCinky.

Stiplavost  ¢&ili paprik je hlavnym dévodom ich konzumacie az pohladu
konzumenta predstavuje jednu zich najdolezitejSich charakteristik. Vznika tak potreba
Stiplavost merat’. Miera Stiplavosti priamo suvisi s obsahom kapsaicinu a jemu
podobnych latok kapsaicinoidov V paprikach. NajCastejSie Vyuzivanou metédou pre
stanovenie obsahu kapsaicinu a ostatnych kapsaicinoidov je vysokoucinna kvapalinova
chromatografia. Kapsaicin vo svojej Strukture obsahuje oxidovatelné o0-metoxyfenylové
jadro, ¢o umozituje pouzitie elektrochemickych metdd na jeho stanovenie.

Cielom prace bolo najskor popisat elektrochemické spravanie kapsaicinu na
uhlikovych elektrodach v zavislosti na pH roztoku, na rychlosti polarizicie pracovnej
elektrody a na jeho koncentracii S vyuzitim cyklickej a diferencne pulznej voltametrie.
Dalej bol overeny oxidaény mechanizmus kapsaicinu priamym spojenim elektrochémie
s hmotnostnou ~ spektrometriou.  Vysledky tychto merani boli vyuwzit¢é na vyvoj
jednoduchej  voltametrickej metody pre stanovenie kapsaicinu v ¢ili  paprikach
a dochucovadlach obsahujicich extrakty z ¢ili paprik.



2.Teoreticka c¢ast’

2.1. Paprika (Capsicum)

Paprika (Capsicum) je rod rastlin z ¢el'ade l'ul’kovité (Solanaceae). Vsetky druhy
paprik pochadzaju pdvodne ztropickych oblasti Ameriky. V roznych regiénoch
Mexika, Strednej aJumej Ameriky boli lTudmi domestikované druhy Capsicum
annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens a Capsicum
pubescens. Pikantné plody rastlin z rodu paprika (Capsicum) su zname ako Cili papriky.
Najvyznamnej$ie odrody su uvedené v tabul’ke (Tab.1)[1]:

Tab. 1: Vyznamné odrody cili paprik zaradené k jednotlivym druhom Capsicum

Druh Odroda

Chiltepin
Capsicum annuum Cayenne
Jalapefio

Aji amarillo
Capsicum baccatum Aji Limon
Aji ayucllo
Red Carribean
Carolina Reaper
Aji Limo
Orange Habanero
Bhut Jolokia
Scotch Bonnet
Tabasco
Capsicum frutescens Malagueta
Siling Labuyo
Canario
Capsicum pubescens Manzano
Peron

Capsicum chinense

Cili papriky st populirnou koreninou roziirenou po celom svete. Obsahujii
mnozstvo chemickych latok, dolezitych zhladiska vyzivy, chuti, farby a arémy.
Najvyznamnej$imi ~ skupinami  latok st kapsaicinoidy a karotenoidy. Zatial  ¢o
karotenoidy su zodpovedné za farbu plodov, kapsaicinoidy st nositelmi typickej

Stiplavosti Cili paprik. [2] Okrem tychto latok obsahuja Cili papriky sacharidy, lipidy,
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proteiny, kyselinu askorbovi, Zivice, flavonoidy ¢i mineralne latky (K, Mg, Ca, Na, Fe,

Zn).[2-5]

2.2. Kapsaicinoidy

Kapsaicinoidy tvoria skupmu chemickych latok vyskytujicich sa v plodoch ¢ili

paprik. Su to alkaloidy syntetizované rastlinami ako sekundarne metabolity, ktorych

funkciou je pravdepodobne ochrana rastliny proti fytopatogénom.[6]

Tab. 2: Struktiry najvyznamnejsich prirodnych kapsaicinoidov

Nazov kapsaicinoidu

Chemicka §truktara

|
o] CHj
H3C/ NHJ\/\/\/\(
CHj

Kapsaicin
HO
O
0 | CHj
Dihydrokapsaicin H,C NH
HO CHy
ﬁ CH;
O /\/\/\)\
Norhydrokapsaicin HyC™ j@/\ NH CH,
HO
(|3| CH,
o /\/\/\/\)\
Homodihydrokapsaicin | HsC”~ D/\ NH CHj
HO
(|3| CH,
o /\/\/\/\)\
Homokapsaicin HaC” D/\ NH X CHj
HO
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Z hladiska S$truktary sa jedna o amidy vznikajice enzymatickou kondenzaciou
mastnych kyselin (C9 - C11) a vanilylaminu. Struktirne rozdiely medz jednotlivymi
kapsaicinoidmi  vyplyvaji = zromej dbky alkylového retazca  a z pritomnosti
resp. nepritomnosti  dvojitej vdzby. Medzi najvyznamnejSie prirodne sa vyskytujuce
kapsaicinoidy patria kapsaicin, dihydrokapsaicin, nordihydrokapsaicin,
homodihydrokapsaicin ~ a homokapsaicin ~ (Tab. 2), priom najvacSie percentualne
zastGpenie maji  kapsaicin 69 % a dihydrokapsaicin 22 %. Existuyjo tieZ niektoré
syntetické kapsaicinoidy ako napr. nonivamid a w-hydroxykapsaicin. [7]

Kapsaicinoidy stoja za vyznamnymi senzorickymi vlastnostami cili paprik,
vdaka ktorym patria Cili papriky medzi najdblezitejSie druhy zeleniny a Kkorenin
nasvete. [8] Charakteristické su predovsetkym pre latinsko-americkit  a azijska
kuchyiu, ale popularitu si ziskali aj v ostatnych ¢astiach sveta. [9]

Na obsah kapsaicinoidov ma vplyv viacero faktorov, medzi inymi mnozstvo
vody, ktoré sa k rastline dostava [10], genotyp [11], ¢i vyvojova faza plodu. [12] Ich
celkovy obsah aaj pomemné zastipenic jednotlivych kapsaicinoidov sa v roznych
druhoch ¢ili paprik Ii§i. [13,14] Celkovy obsah kapsaicinoidov sa zvd¢Sa vyjadruje ako
Stiplavost’, ktora priamo stvisi s koncentraciou kapsaicinoidov.[15]

Z historickych  dovodov sa obsah kapsaicinoidov vyjadruje v  Scovilleho
jednotkach — SHU (Scoville Heat Units). Podl'a Scovillovho organoleptického testu sa
uréité definované mnoZstvo papriky extrahovalo v alkohole a extrakt sa postupne riedil
osladenou vodou dovtedy, pokial’ Stipl'avost’ na jazyku nebola viac citi. SHU jednotky
vyjadruji kolkokrat musel byt extrakt zriedeny, aby Stiplavost’ vymizla. [16]

Podla stupna Stiplavosti apoctu SHU jednotieck sa papriky daji rozdelit
do piatich skupin:

e 0-—700 SHU — nestiplavé

e 700 - 3000 SHU — mierne Stipl'avé

e 3000 - 25 000 SHU — stredne stiplavé

e 25000 - 75000 SHU —silne stiplavé

e >80000SHU — velmi sine $tiplavé [17]
Pre SHU jednotky plati nasledujuci prepocet [18]:

16 SHU =1 ppm = 0,001 mg kapsaicinoidov/g
Hodnota SHU pre Cisty kapsaicin je 16 milionov.[18]
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Todd et al. zstli Stiplavost jednotlivych kapsaicinoidov a wvyjadrili ju Vv jednotkach
SHU (Tab.3) [15,19]:
Tab. 3: Stiplavost kapsaicinoidov v SHU jednotkdch [19]

Kapsaicinoid SHU
Kapsaicin 16 100 000
Dihydrokapsaicin 16 100 000
Nordihydrokapsaicin 9 300 000
Homokapsaicin 6 900 000

V tabul’ke 4 (Tab.4) st uvedené hodnoty Stiplavosti v SHU jednotkdch pre niektoré
druhy cili paprik [20]:

Tab.4: Niektoré odrody cili paprik a ich Stiplavost' v SHU jednotkdach [20]

Druh papriky SHU
Carolina Reaper 1 400 000 - 2 200 000
Trinidad Scorpion Chocolate 1200 000 - 2 000 000
Trinidad Moruga Scorpion 1200 000 - 2 000 000
7 Pot Brain Strain 1 000 000 - 1 350 000
Ghost Pepper 855000 - 1 041 427
Bhut Jolokia Chocolate 800 000 - 1 001 304
Chocolate Habanero 425 000 - 577 000
Red Savina Habanero 350 000 - 577 000
Cayenne Pepper 30 000 - 50 000
Jalapefio Pepper 2 500 - 8 000
Sladké paprika 0
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Tradiény organolepticky test bol postupne nahradeny inymi metdédami
stanovenia kapsaicinoidov. Medzi menej cCasté patria kolorimetrické stanovenie [21],
spektrofotometrické metody [22] & infradervena spektrometria [23]. Daliimi metodami
pouwzitymi na stanovenie kapsaicinoidov su voltametrické metody [24], vysokoucinna
chromatografia na tenkej wrstve [25], kapilarma elektroforéza [26] a plynova
chromarografia [27]. NajcastejSou metédou pre detekciu a stanovenie kapsaicinoidov je
vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia. [28] Podrobnejsi popis najpouzivanejsich

metod je v Kapitole 2.4.

2.3. Kapsaicin

Kapsaicin  (E)-N-[(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)methyl]-8-methylnon-6-enamid je
prirodne sa vyskytujica fenolicka latka. Vytvara sa v plodoch paprik (Capsicum)
amodze predstavovat az 1% hmotnosti papriky.[29] Kapsaicin bol prvykrat objaveny
a izolovany Vnecistej forme Christianom Friedrichom Bucholzom vroku 1812.[30]
V takmer ¢istej kryStalickej forme kapsaicin vyizoloval John Clough Thresh v roku
1876 [31], v¢istej forme potom Karl Micko vroku 1898.[32] Strukturu kapsaicinu
objasnil Nelson vroku 1919 [33] a prva syntézu kapsaicinu uskutoénili v roku 1930
Spéth a Darling [34].

Kapsaicin predstavuje krystalicki  organicku latku s molekulovou hmotnost'ou
305,418 g/mol, teplotou topenia 65 °C a teplotou varu 210 — 220 °C. V studenej vode je
nerozpustny, malo sa rozptsta vo vode pri teplote 25°C a je dobre rozpustny v metanole

a etanole.[35]

2.3.1. Biologické vlastnosti kapsaicinu

Pri styku s tkanivami vyvolava kapsaicin pocit tepla, Stipania az bolesti. Posobi
na senzorické neurony tak, ze sa viaze na kapsaicmovy (vaniloidny) receptor TRPV 1,
Co je protein s hmotnostou 92-95 kDa skladajici sa z 838 aminokyselin. TRPV 1 je
receptor pre vnimanie bolestivych podnetov. Predstavuje kationovy kanal, ktory je

kapsaicinom aktivovany, ato spdsobuje reakciu v podobe $tipania a bolesti.[36,37]
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Po stimuldcii kapsaicihom su neurony dlhsiu dobu necitlivé na dalsie podnety,
Co je efekt, ktory je momé vywst na terapeutické ucely. Krémy s obsahom kapsaicinu
sa uplatiuji pri mierneni neuropatickej bolesti. [38]

Studie tiez naznadujii protizipalovy u¢inok kapsaicinu pri gastritide spdsobene;
Helicobacterom pylori [39], antioxida¢ni aktivitu [40], antimikrobidlne a antiviralne

posobenic [41], ¢i antikarcinogénny potencial [42,43].

2.3.2. Elektrochemické spravanie kapsaicinu

Jovanovi¢ et al skumali elektrochemické vlastnosti kapsaicinu na parafinom
impregnovanej uhlikovej elektrode (PIGE) pomocou cyklickej (CV) asquare — wave
voltametrie  (SWV). Na zaklade prevedenych experimentov navrhli oxidacny

mechanizmus kapsaicinu (schéma 1).[24]

R 6 =pH <10 R
P1
-e-H™
B v
1a -
OCH; OCH;
OH o
P1
De _H+l 1 pH<6
R
I P2
) e
" OCH; 1b
o)
2

R R
P3
SN 2H*, 2e X
3
o " on
0 OH

Schéma 1: Oxidacny mechanizmus kapsaicinu [24]
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Oxidacia kapsaicinu je dej silne zivisly na pH. V zavislosti na hodnote pH
nastava oxidacia hydroxylovej skupiny na benzénovom jadre kapsaicinu rdznymi
cestami. Pri neutralnych a bazickych podmienkach (6 < pH < 10) oxidacia prebicha
EE — mechanizmom, cez dva separované 1 — elektronové kroky, ktoré su v SWV
voltamograme (Obr.1) prezentované dvoma pikmi (P1 aP2). V prvom kroku vznika
fenoxylovy radikal (1a), ktory sa v druhom kroku oxiduje na fenoxoniovy kation (1b).
Prva elektrodova reakcia prebieha rychlejsie ako druha, ¢o sa v SWV voltamograme
(Obr. 1) prejavuje vyssou hodnotou pradovej odozvy piku P1 oproti pku P2. V kyslom
pH (pH < 6) nastdva oxidacia v jednom kroku 2 — elektronovym procesom, pocas
ktorého z kapsaicinu vznika fenoxoniovy kation (1). Vsine bazickom prostredi sa
rovnako predpoklada prenos 2 elektronov v jedinom kroku (1), ¢o potvrdzuje aj jediny
pik v SWV voltamograme zmeranom pri pH 11 (Obr. 2). Vzniknuty fenoxoniovy kation
dalej podlicha hydrolyze a v Struktire kapsaicinu vznika 0-benzochinon (2) a ten sa

d’alej reverzibilne redukuje na katechol (3).[24]

07

045+
0.6

0.40 4
0.5+

035+
0.4

= 0304

A/ mA

0.3

0254 ]
024 -~

0.20 4

0.1+

0.15 T v : . : : . . . : . T T T T T T T . T T T
025 0.00 025 0.50 075 1.00 -0.25 0.00 025 0.50 0.75 1.00

E/Vvs. Ag/AgCl E/Vvs. Ag/AgCl
Obr. 1: Opakované SW voltamogramy

kapsaicinu v 0,1 M KNOz pri pH 9

Obr. 2: Opakované SW voltamogramy
kapsaicinu v 0,1 M KNOz pri pH 11

(Frekvencia: 100 Hz, amplituda 50 mV,
potencialovy krok: 2 mV)[24]

(Frekvencia: 100 Hz, amplituda 50 mV,
potencialovy krok: 2 mV)[24]
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2.4. Metédy stanovenia a identifikacie kapsaicinu

Vzhladom k vyznamnym organoleptickych  vlastnostiam kapsaicinu  a vplywu
jeho obsahu na kvalitu ¢ili paprik vznika potreba jeho stanovenia. [2] Za tymto Gcelom

bolo navrhnutych mnoho metdd.

24.1. Kvapalinova chromatografia

NajcastejSie pouzivanou metddou pre stanovenie kapsaicinu je kvapalinova
chromatografia s roznymi formami detekcie.

Nag et al. vywili pre stanovenie kapsaicinu vo vybranych druhoch paprik
metodu  vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) na reverznych fazach
s UV-VIS detekciou. Zmes acetonitrilu a vody 65:35 (v/v) bola pouzta ako mobilna
faza. pH vody bolo upravené¢ 1% ladovou kyselinou octovou na hodnotu 3,8. Prietok
mobilnej fazy bol nastaveny na 1 mlmin. Separacia bola prevedena na koléne C-18
(250 x 4,6 mm, Sum) pri teplote 25°C. Objem nastreku bol 20 pl a analyza prebiehala
za izokratickych podmienok. Vzorky boli pripravené extrakciou navazky papriky
v metanole a néaslednou filtraciou. Pre UV detekciu bola pouzita vinova dizka 230 nm.
Dosiahnuty detekény limit bol 148,34 ng/ml a limit kvantifikacie 445,32 ng/ml. [28]

V stadii od Chanthai et al. bola na stanovenie kapsaicinu vywzitda HPLC na
reverznych fazach s fluorescencnou detekciou. Mobinou fazou bola zmes metanolu
a deionizovavej vody Vvpomere 66:34 (v/v). Separacia prebichala na kolone Hypersil
ODS C18 (4,6 x 100 mm, 3 um) za izokratickych podmienok, pri rychlosti prietoku
0,9 ml/min. Objem nastreku bol 20 pl. Vzorky papriky boli extrahované metanolom
pomocou zrychlenej extrakcie tuhej latky rozpustadlom (ASE — accelerated solvent
extraction) a preCistené extrakciou na pevnej faze (SPE). Na detekciu bol pouzty
fluorescenény detektor s excitaénou vinovou dizkou 278 nm a emisnou vinovou dizkou
310 nm. Metodou bol dosiahnuty detekény limit 0,008 - 0,01 pg/ml.[44]

Supalkovad et al. zstovali Vo svojej $tidii obsah kapsaicinu v roznych &astiach
papriky. Pre tento 1uCel bola optimalizovana metdda HPLC s elektrochemickou
detekciou. Ako mobilna faza bola vyuzitd zmes acetatového pufiu a metanolu 40:60
(Viv, %), prictok mobilnej fazy bol 0,55 mlmin. Bola pouzita kolona Polaris C-18A
(150 x 4,6 mm, 5um). Separacia bola prevedena pri teplote 25°C. Objem nastreku bol
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5ul Elektrochemicky detektor pozostaval zprictokovej cely zozenej zpracovnej
elektrody zo skleného uhliku, na ktora bol vlozeny potencidl 750 mV, zreferencnej
paladiovej elektrody a pomocnej uhlikovej elektrody. Merané boli metanolové extrakty
vzorick paprik. Touto metddou bol dosiahnuty detekény limit 350 ng/ml.[45]

Na charakteriziciu  kapsaicinoidov v Cerstvych  plodoch  paprik  pouzili
Schweiggert et al. kvapalinovi chromatografiu spojeni s hmotnostnou spektrometriou
(LC-MS). Cerstvé plody ¢ili paprik boli lyofilizované, nasledne bola alikvotna navazka
papriky extrahovand vacetone, odparena do sucha, rozpustena v metanole
a prefitrovand cez membranovy filter. Takto pripravend vzorka bola pouzita pre LC-
MS. Mobina faza bola zozena z0,5 % kyseliny octovej vo vode a acetonitrilu 90:10
(Viv, A) a z05 % kysliny octovej v acetonitrile avody 90:10 (v/v, B). Separacia
vsystéme Agilent HPLC series 1100 na kolone Phenomenex C18 SynergiHydro-RP
(150 mm x 3,0 mm, 4 um) s predkoléonou C18 ODS (10 mm x 3,0 mm) prebiehala
za gradientove] elicie pri teplote 25°C. Objem nastreku bol 15 pl Eluat z kolony bol
zavadzany do hmotnostného spektrometru Bruker Esquire 3000+ s idonovou pascou. Na
ionizaiciu vzorky bola pouzitd chemicka ionizicia za atmosférického tlaku. Data boli
zbierané v pozitivnom moéde vrozsahu mvz 100 - 1100. Dusik bol pouzity ako susSiaci
(5 mlfmin) aj zhmlovaci plyn (50 psi). Ako kolizny plyn pre kolizne indukovant
disociaciu  bolo pouzit¢ hélum. Z koliznych spektier bolo okrem kapsaicinu
identifikovanych a charakterizovanych d’alsich 14 kapsaicinoidov.[46]

2.4.2. Plynova chromatografia

Na stanovenie kapsaicinu a d’alSich kapsaicinoidov Vv suSenych plodoch papriky
bola v stadii Bononiho a Tatea navrhnuta rychla plynova chromatografia (GC). Vywzty
bol systétm Shimadzu zloZeny zplynového chromatografu vybaveného davkovacom
split/splitless, autosamplérom a plamenovo-ionizacnym detektorom (FID). Separacia
prebiehala na kolone RTX®-5 (5% difenyl — 95% dimetyl polysiloxan) (10 m x 0,1 mm,
0,1 pm). Analyza vyuzivala teplotny gradient. Teplota bola na zaciatku udrziavana
po dobu 2 min na hodnote 180°C, potom bola postupne rychlostou 8°C/min zvySovana
na 240°C anasledne rychlostou 14°C/min na hodnotu 320°C. Ako nosny plyn bol
pouzity vodik s prietokom 78,5 cm/s. Teplota nastreku bola 280°C, splitovaci pomer
1:100 a davkovany objem 1 pl Extrakty boli pripravené podla oficidlnej metody
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AOAC (Association of Official Analytical Chemists) 995.03 (1995) extrakciou vriacim
etanolom pod spiatnym chladifom po dobu 5 hodin. Popisanym postupom bol
dosiahnuty pre kapsaicin limit detekcie 1,2 pug/mL ml a limit kvantifikdcie 3,6 pg/ml
Metoda poskytla podobné ¢asy analyzy ako HPLC-DAD a rychlejSie ¢asy ako iné GC
metody. [47]

Plynovii chromatografiu s hmotnostnou detekciou popisali ako vhodni metodu
na stanovenie kapsaicinu v ¢ili paprikach Saha et al.. Vzorka na meranie bola
pripravena lyofilizaciou C¢ili papriky, nasledovala extrakcia acetonitrilom v ultrazvuku
apo scentrifigovani a filtracii bola vzorka naddvkovand do plynového chromatografu
7890A GC (Agilent Co., USA) spojeného s hmotnostnym spektrometrom Triple Axis
HED-EM 5975C (Agilent Co., USA). Ako nosny plyn bolo pouzit¢ hélium s prietokom
I ml/min. Davkovany objem vzorky bol 1 pl. Na separaciu bola pouzta kolona HP-MS
(30m x0,25 mm; 0,25 um). Analyza prebichala za teplotného gradientu. Pociato¢na
teplota 90°C bola udrziavand po dobu 1 min, potom bola zvySovand rychlost'ou
5°C/min na hodnotu 290°C. Pouzita bola ionizacia elektronom (EI) pri 70 eV s teplotou
ibnového zdroja 200°C. Data boli zbierané v modoch full scan a SIM (selected ion
monitoring).  Struktiry boli potvrdené porovnanim s kniznicou  spektier. Metdda

umoznila identifikovat' a kvantifikovat' 4 hlavné kapsaicinoidy. [27]

24.3. Voltametrické metody

Voltametrické  technky pracuyjice s  roznymi  druhmi  a modifikaciami
pracovnych elektréd vyuzivaju pre stanovenie kapsaicinu moznost’ jeho elektrooxidacie.

Novak Janovi¢ et al. pouzivali pre zstenie Stiplavosti Cili paprik parafinom
impregnovanu  grafitovi  elektrodu (PIGE). Elektrochemicky experiment vyuZival
trojelektrodovy systém v dusikovej atmosfére zlozeny z PIGE ako pracovnej elektrody,
z Ag/lAgCl 3M KCl) ako referencnej elektrody a platinového drotiku ako pomocnej
elektrody. Elektrolyt bol tvoreny 0,1 M KNOs. Vzorka papriky vo forme prasku bola
aplkovana na PIGE abrazivne, otrenim elektrody o vzorku. Nasledne bola elektroda
ponorend do elektrolytu a pouzitd na meranie. Po kazdom merani bola mechanicky
vyCistena. Meranie bolo prevedené square-wave voltametriou (SWV) pri pH11
S nasledujucimi  parametrami: potencidlovy krok 2 mV, amplitida 50 mV, frekvencia
150 Hz. Kapsaicin poskytoval jeden pik pri potenciali 0,282 az 0,333 V. Vyska piku
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poskytovala informaciu o obsahu kapsaicinu. Vysledky boli korelované s informaciami
0 stiplavosti paprik podl'a Scovilleho stupnice Stiplavosti, na zidklade ¢oho bolo zistené,
7Ze popisand metoda mdéze byt pouzitd na rozliSovanie medzi réznymi druhmi paprik
na zaklade ich Stiplavosti Dosiahnuty limit detekcie zistovany v zmesi s CaCOs bol
10 ppm.[24]

Yardim a Sentiirk stanovovali kapsaicin na tuzkovej grafitovej elektrode (PG)
metodou square-wave adsorptivnej stripping voltametric  (SW-AdSV). Experiment
prebiehal v trojelektrodovom usporiadani s pracovnou elektrodou PG, referencnou
elektrodou Ag/AgCl (3 M KCI) a pomocnou elektrodou z platinového drotiku. PG bola
pred meranim predupravena aplikovanim potencialu +1,4 V na 30 svo vodnom médiu
obsahujuicom elektrolyt za ucelom zvacSenia povrchu elektrédy. Okrem toho oxidaciou
grafitovych vrstiev vznikli na povrchu elektrody funkéné skupiny obsahujice kyslik.
Kazdé meranie bolo prevedené s novou PG. Elektrolytom bol Britton - Robinsonov
pufor (pH 9,0). Pred samotnym meranim bola prevedena akumulacia po dobu 120
spripotenciali -0,1 V. Meranie SWV prebiehalo vrozsahu potencidlov -0,1V
az+0,1V, frekvencia bola 125 Hz, amplitida 20 mV, potencidlovy krok 8 mV. Vzorky
papriky boli extrahované etanolom 20 min v ultrazvukovom kupeli, mieSané 120 min
na magnetickej mieSacke, nasledne centrifigované a supernant bol pouzity na meranie.
Kapsaicin poskytoval odozvu pri + 0,31 V (vs. Ag/AgCI). Detekény limit pre kapsaicin
bol 1,12 g/ml (3,7 x 10-° mol/l). [48]

Borom dopovana diamantova elektroda (BDD) bola vyuzitd pre stanovenie
kapsaicinu vpraci od Yardima. Meranie bolo prevedené adsorptivnou stripping
voltametriou (AdSV). Bol wvywsity trojelektrodovy systém s BDD ako pracovnou
eletrodou, s referencnou  Ag/AgCl (3 M NaCl) elektroédou a pomocnou elektrodou
z platinového drotiku. Zakladnym elektrolytom bol Britton — Robinsonov pufor pH 1,0.
Pred meranim bola elektroda predupravena polarizaiciou po dobu 180 s pri -0,3 Va
+0,3VVv05 M H2SO4. Pred kazdym meranim bola BDD elektroda mechanicky
vyleStena na leStiacej tkanine s aluminou a umyta v deionizovanej vode. Pred samotnym
meranim bola prevedena akumulacia po dobu 90 s pri potencidli nezat'azeného obvodu
(open circuit). Samotné meranie bolo uskutocnené SWV v rozsahu potencidlov +0,2 V
az +1,3 'V, pri frekvencii 100 Hz, s amplitidou 30 mV a potencidlovym krokom 10 mV.
Ako vzorky boli vybrané drvené¢ cili papricky a ¢ili pasta. Vzorky boli extrahované
etanolom, sonifikované v ultrazvukovom kupeli, mieSané na magnetickej mieSacke a

scentrifuigované. Supernatanty boli pouzit¢ na voltametricki analyzu. Vysledky ukézal,
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ze pritomnost’  dodecylsulfitu  sodného (SDS) BDD vyrazne zvySuje pradovi odozvu
kapsaicinu pri jeho oxidaci. Kapsaicin poskytoval odozvu pri potencidi +0,7 V.
Metoda poskytovala linearitu v rozsahu od 0,05 do 6,0 pg/ml (0,16 — 20 pM). Meranim
pomocou BDD bol dosiahnuty detekény limit 0,012 pg/ml. [49]

Baytak a Aslanoglu modifikovali elektrodu zo skleného uhliku (GCE)
uhlikovymi nanotrubickami (CNTs) a dekorovali ruténiovymi nanocasticami (RuNTs).
Experiment bol prevedeny v trojelektrodovom zapojeni, kde GCE s priemerom 3 mm
slizila ako pracovna elektroda, Ag/AgCl ako referencnd elektroda a platmovy drotik
mal funkciu pomocnej elektrody. Ako zikladny elektrolyt bol pouzty fosfatovy pufor
(PBS) opH 4. GCE elektroda bola vyleStena na alumine, sonifikovana v etanole
Vv ultrazvukovom kupeli a umytd vodou. Aktivacia elektrody bola prevedend cyklickou
voltametriou (CV) vrozsahu potencialov od -0,4 do + 1,0 Vrychlostou 0,1 V/s
v 0,1 mol/l PBS, pokial' elektroda nedavala stabilny voltamogram. CNTs boli pridané
do zmesi koncentrovanej HNO3 s HCIO4 (3:7, vv) a sonifkované po dobu 5 h. Tymto
bol funkcionalizovany ich povrch. Po filtracii, vysuSeni a navazeni 5 mg castic, boli
Castice prevedené¢ do 25 ml chloroformu a sonifikkované 2 h. Na GCE boli nanesené 2 pl
suspenzie CNTs. Nasledne bola elektroda ponorena do roztoku acetonitrilu
obsahujiccho 1 mM RuClzs al1l0 mM LiCIOs. Pomocou CV vrozsahu od -1,25
Vdo +1,75 V (10 cyklov) boli RuNTs deponované na povrch elektrody. Nakoniec bola
eSte prevedena reaktivacia elektrody cyklickou voltametriou (CV) v rozsahu
potencialov od -0,4 do + 1,0 V v0,1 mol/l PBS a elektroda bola pouzta na meranie.
Vzorky boli pripravené¢ extrakciou vzorieck paprik v metanole, pH bolo upravené
na hodnotu 4 avzorky boli sonifikované, mieSané, a nakoniec prefiltrované. Filtrat bol
pouzity na meranic pomocou SWV v0,1 M PBS pH4. Frekvencia bola 22 Hz
amplittda 50 mV/s a potencialovy krok 100 mV/s. SWV s RuNPs/CNTs/GCE bol
dosiahnuty lineamy koncentraény rozsah od 1,0 x 10® moll do 4,1x107 moll
a detekény limit 2,5 x 10-° mol/l. [50]

Uhlkova  pastovi elektrodu (CPE) modifikovanti  amino-funkcionalizovanou
mezoporéznym oxidom kremi¢itym (NH2-FMS) pouzli na stanovenie kapsaicinu
Yaetal. Pouzty bol trojelektrodovy systém zozeny zpracovnej uhlikovej pastovej
elektrody, referencnej kalomelovej elektrody a zplatinového drotiku ako pomocnej
elektrody. Modifikkovand CPE bola pripravend zmieSanim vopred nasyntetizovanej MS-
FMS (0,038 g) apraskového uhlku (0,15 g) s parafinovym olejom (0,30 ml).
Homogénna pasta bola natlacena do polyterafluoroetylénovej trubicky s priemerom
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3mm smedenym piestom. Powvrch elektrody sa wylestii na jemnom papieri. Ako
elektrolyt bol pouzity pufor NaAc-HCI (1 M) opH 2. Pred meranim bola prevedena
akumulacia po dobu 180 spri potencidi nezatazeného obvodu (open circuit).
Na meranie bola pouzitdi Vvoltametria s lincarnou zmenou napitia. Merany potencialovy
rozsah bol 0,4 — 0,9 V. Rychlost' skenu bola 50 mV/s. Kapsaicin poskytoval odozvu
pripotenciali 0,6 V. Vzorky boli pripravené extrakciou ¢ili prasku metanolom
Vv ultrazvukovom kupeli a naslednou centrifugaciou. Supernatant bol po zriedeni pouzity

na meranie. Popisana metdda poskytla detekény limit 0,02 pmol/1.[51]

2.4.4. DalSie metédy

Okrem wuz zmienenych metdod boli publikované S$tidie uvadzajuce dalsie
nStrumentalne techniky pre stanovenie kapsaicinu v paprikdch. Ako priklad mozno

uviest’ kapilarnu elektroforézu ¢i elektrokineticki micelarnu chromatografiu. [26,52]
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3.Experimentalna ¢ast’

3.1. Pristrojové vybavenie

Elektrochemické merania  boli prevedené na pristrojoch EcoTribo polarograf
(Polaro-Senzors, Praha, Ceskd Republika) so softvérom Polar 4 a Autolab
PGSTAT128N (Metrohm Autolab, Utrecht, Holandsko) so softvérom NOVA 1.10
a 1.11. Pomocou softvérov boli nastavené parametre merani a vyhodnocované vysledky.
Pre elektrochemické experimenty bolo pouzité trojelektrodové zapojenie s uhlikovou
sklenou elektrodou (GCE) ako pracovnou elektrodou, Ag/AgClI (1 M KCI) ako
referenCnou elektrédou a platinovym drotkom (resp. platinovym plieskom) ako
pomocnou elektrodou.

Pre chromatograficky experiment bol vywzty kvapalinovy chromatograf ECOM
(ECOM spol. s.r.o., Praha, Ceska republika) so softvérom Clarity.

Pri experimentoch bol vyuzity aj hmotnostny spektrometer s idnovou pascou
Agilent 1100 Series LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) Vv spojeni
s elektrochemickou celou Model 5021A (ESA, Chelmsford, USA) pripojenou
k potenciostatu ADLC1 (Lab. pristroje, Praha, Ceskd republika). Stcastou cely bola
pracovna elektroda z porézneho uhliku a hydrogenpaladiova referenéna elektroda.

Pri akumulicii stanovovanej latky na povrch GCE bolo potrebné mieSanie
vzorky pomocou magnetickej miesacky MR Hei-Standard (Heldolph instruments,
Schwabach, Nemecko). Pocas dCistenia elektrody sa uplatnil ultrazvukovy kuapel
Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin, Nemecko).

Pri tGprave pH Britton-Robinsonovho pufru sa vyuzl pH meter InoLab 720
(WTW, Weilheim, Nemecko) akombinovanou sklenenou elektrodou SenTix 41
(WTW, Weilheim, Nemecko) achemikalie boli vazené na vahach Kern ALS 220-4
(Kern&Sohn GmbH, Balingen, Nemecko).

3.2. Chemikalie
o Kapsaicin (= 95% from Capsicum sp.) (Sigma — Aldrich, St. Loius, USA)
e Asolectin (fosfatidylcholin ~25 %) (Fluka, Buchs, Svajéiarsko)
e Chlorid sodny (Lachema, Brno, Ceska republika)
e Ferrokyanid draselny trinydrat (Lachema, Brno, Ceska republika)
e Metanol (HPLC grade, VWR chemicals, USA)
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e FEtanol (HPLC grade, VWR chemicals, USA)

e n—hexan (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika)

e Aceton (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika)

e Acetonitril (HPLC grade, VWR chemicals, USA)

e Alumina (Sigma — Aldrich, St. Loius, USA)

e Kyselina mravéia (Merck, Darmstadt, Nemecko)

e Kyselina boritd (Lach-ner, Neratovice, Ceské republika)

e Hydroxid sodny (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika)

e Kyselina octova (Lach-ner, Neratovice, Ceské republika)

e Kyselina ortho-fosfore¢na 85 % (Fluka, Buchs, Svajéiarsko)
e Chlorid draselny (Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, Rybitvi)

3.3. Metodicka cast’

3.3.1. Priprava nemodifikovanej elektrédy na meranie

Elektroda zo skleného wuhlku bola pred kazdym meranim oplachnuta
destilovanou vodou a nasledne mechanicky vyCistena na leStiacej tkanine pomocou
suspenzie aluminy (AkOs, <50 nm) v destilovanej vode, ktora bola na leStiacu tkaninu
nanesena  pipetou. Takto  vyCistend elektroda bola  nasledne  sonifikovana
Vv ultrazvukovom kuipeli ponorena v skiimavke s destilovanou vodou po dobu 1 mintty

a nakoniec znova oplachnutd destilovanou vodou.

3.3.2. Priprava zasobného roztoku kapsaicinu

Zasobny roztok kapsaicinu s koncentraciou 102 moll (resp. 102 mol/l) bol

pripraveny rozpustenim navazky kapsaicinu v metanole.

3.3.3. Meranie zavislosti na rychlosti skenu

Meranie zavislosti pridovej odozvy na rychlosti polarizacie elektrody, bolo
prevedené metédou cyklickej voltametrie (CV) V trojelektrédovom systéme s pracovnou
elektrodou zo skleného uhliku, referencnou Ag/AgCl (1 M KCI) elektrédou
a pomocnou platinovou elektrodou. Meranie prebehlo pri nasledujacich parametroch:

e Pociato¢ny potencial: 0 mV
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e Potencidlovy rozsah: 0 — 1000 mV

e Pocet cyklov: 2

e Rychlosti skenu: 500, 400, 300, 200, 100, 75, 50, 20 mV/s

Ako zikladny elektrolyt slwzl Britton — Robinsonov pufor, ktorym bola
naplnena voltametricka nadobka. V nej bola umiestnend mala nadobka s fritou (vycor)
s meranym roztokom o celkovom objeme 500 pl, Vv ktorej bol postupne pri jednotlivych
rychlostiach skenu premerany najskér zakladny elektrolyt, ktory obsahoval 250 pl
Britton — Robinsonovho pufru pH 3 a250 pl destilovanej vody. Nasledne bol
privSetkych rychlostiach skenu premerany roztok s pridavkom S$tandardného roztoku
kapsaicinu (103 mol/l), ktory obsahoval 250 pl Britton — Robinsonovho pufru pH
3,200 ul destilovanej vody a 50 pl roztoku kapsaicinu. Rovnaky postup sa zopakoval
za pouzitia Britton — Robinsonovho pufru o pH 7 a pH 10.

3.3.4. Meranie zavislosti na pH
Metodami cyklickej (CV) a diferenéne pulznej voltametrie (DPV) sa merali

zavislosti pradovej odozvy apotenciali na pH.. Bola pripravena séria Britton —
Robinsonovych pufrov o0 réznom pH vrozmedzi 2 — 12. Kazdou zmetéd bol najskor
premerany zakladny elektrolyt (250 pl Britton — Robinsonovho pufru o uréitom pH +
200 ul destilovanej vody) anasledne bolo do elektrolytu pridanych 50 pl roztoku
Standardu kapsaicinu (10-3 mol/l). Rovnaky postup sa zopakoval pri kazdom pH.
Parametre merania pre CV:

e Pociato¢ny potencial: 0 mV

e Potencidlovy rozsah: 0 — 1000 mV

e Rychlost’ skenu: 100 mV/s

e Pocet cyklov: 2

Parametre merania pre DPV:
e Pociato¢ny potencidl: 0 mV
e Potencidlovy rozsah: 0 — 1000 mV
e Vyska pulzu: 50 mV
e Sirka pulzu: 80 ms
e Rychlost’ skenu: 20 mV/s
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3.3.5. Meranie kalibrac¢nej zavislosti
Na zstenie zavislosti pradu na koncentracii kapsaicinu sa vywila metdda
diferencne pulznej voltametrie S parametrami:
e Potencialovy rozsah: 100 — 1000 mV
e Vyska pulzu: 50 mV
e Sirka pulzu: 80 ms
e Rychlost’ skenu: 20 mV/s
Zékladny elektrolyt v malej voltametrickej nadobke s  vycorovou fritou
pozostaval z500 ul Britton — Robinsonovho pufru pH 2 a 500 pl destilovanej vody.
Na zaciatku bol zmerany samostatny zakladny elektrolyt, do ktorého sa postupne
pridaval roztok Standardu kapsaicinu (103 moll), aby sa dosiahli koncentracie 106,
2.10°%, 4.10, 6.10°%, 8.106, 105, 2.10°, 4.10°°, 6.10°°, 8.10°, 10* moll. Pri kazde;

Z tychto koncentracii bola zmerand krivka a kazdé meranie bolo opakované dvakrat.

3.3.6. Elektrochémia s online detekciou hmotnostnou spektrometriou

Elektrochemickd  oxidacia  kapsaicinu  bola  prevedena v  prietokovej
elektrochemickej cele pripojenej cez decoupler K idnovému zdroju hmotnostného
spektrometru s analyzatorom i6novou pascou. Na pracovnu elektrodu sa vkladal
potencial postupne sa zvySujici po krokoch 50 mV v rozmedzi od 0 do 1000 mV.
Roztok obsahujiici 200 pl Standardu kapsaicinu (102 moll), 200 ul metanoly, 200 pl
kyseliny mravcej a 2,4 ml deionizovanej vody bol davkovany rychlostou 9 pl/min.

Hmotnostné spektra boli zaznamenavané po dobu 1 min. v kladnom i zapornom
mode elektrospreja (ESI), s parametrami nastavenymi nasledovne:

e Napitie na vstupnej kapilare: - 2500 V (ESI+)/+2500 V (ESI-)
e Tlak zhmlovacieho plynu (N2): 10 psi

e Prietok suSiaceho plynu (N2): 3 /min

e Susiaca teplota: 150 °C

e Sken: 20 — 500 m/z
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3.3.7. HPLC
3.3.7.1. Sposob extrakcie

Boli porovnané dva postupy extrakcie kapsaicinu zo vzoriek Stipl'avych paprik
a pre dalSie merania vybrany ten, ktory poskytoval lepsie vysledky.

Postup 1: K navazke 100 mg vzorky Ccili papriky sa pridai 2 ml etanoly,
nasledovala maceracia po dobu 30 min al1l5 — min(tova sonifikacia v ultrazvukovom
kapeli pri teplote 40°C. [53]

Postup 2: K navazke 100 mg vzorky cili papriky sa pridali 2 ml etanolu a vzorka
bola 30 min sonifikovana v ultrazvukovom kupeli pri teplote 40°C.

3.3.7.2. Mobilna faza

Mobilnd faza pre meranic HPLC obsahovala 40 % acetonitriu a 60 % vody
s 0,1 % kyseliny mravcej. [53]

3.3.7.3. Priprava Kkalibra¢nych roztokov kapsaicinu

Riedenim Standardného roztoku kapsaicinu (1072 moll) mobilnou fizou (MF)
boli pripravené  kalibracné roztoky Vvkoncentraciach 2.10° moll (10
Standardu + 490 ul MF), 104 moll (50 pl Standardu + 450 pl MF) a 5.10"* mol/l (250 ul
Standardu + 250 pl MF). Kalibraéné roztoky shwzili na stanovenic obsahu kapsaicinu
metodou kalibracnej priamky.

3.3.7.4. Extrakcia vzoriek ¢ili paprik a priprava vzoriek na HPLC meranie

Navazka vzorky ¢ili papriky (100 mg) sa extrahovala v 2 ml etanolu pocas
maceracie (30 min) a sonifikacie v ultrazvukovom kupeli (15 min). Extrakty sa
prefiltrovali cez teflonovy mikrofiter. Z kazdého extraktu bolo odobranych 600
kuktorym sa pridalo 400 pl etanoln. Dakich 600 pl extraktu sa zriedilo 350 pl etanolu
apridalo sa 50 ul Standardného roztoku. Zo vSetkych pripravenych roztokov sa
odobralo 250 pl apridalo sa 250 ul mobilnej fazy. Takto pripravené roztoky boli

pouzité na stanovenie obsahu kapsaicinu metédou Standardného pridavku.
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3.3.7.5. Stanovenie pomocou HPLC

Pripravené kalibraéné roztoky a extrakty boli analyzované metddou HPLC
pomocou pristroja ECOM s UV detektorom Saphire 800 pri vinovej dike 222 nm.
Prianalyze sa vywila koléona Kinetex C18 (2,6 um, 100 A). Mobini fiza obsahovala
40 % acetonitrilu a60 % vody s 0,1 % kyseliny mravéej a analyza prebichala
priizokratickej elici. Objem nastreku bol 20 pl a rychlost prictoku bola nastavena

na 0,4 mlmmn. Pre kvantifikdciu sa vyuzili metddy kalibracnej priamky a Standardného
pridavku.

3.3.8. Priprava elektrody modifikovanej fosfolipidovou membranou

Ocistena  elektroda zo skleného uhlku (GCE) bola elektrochemicky
modifikovana. Elektrochemickd nadobka sa naplila roztokom chloridu sodného (9 g/l
ana pracovnli GCE elektrodu bolo po dobu 3 mnut vkladané napitie 1,5 V
(vs. A/AGCI (1M KCI)). Nasledne bola elektroda oplachnuta destilovanou vodou a
prad dusiku bol pouzity na jej vysuSenie. Na vysuSeni elektrodu sa nanieslo 5 pl
roztoku asolectinu v hexane (3 mg/ml) a elektroda bola ponorend do roztoku chloridu

sodného na dobu 30 min, pocas ktorej sa vytvorila fosfolipidova membrana.[54]

3.3.9. Testovanie fosfolipidovej membrany

Potom ako bola prevedend modifikdcia povrchu elektrédy, bolo potrebné zistit’
kvalitu pokrytia fosfolipidovou membranou. K tomu sa vyuzilo meranie cyklickou
voltametriou Vv roztoku ferrokyanidu draseiného (103 moll) s tymito parametrami:

e Pociato¢ny potencial: 0 mV
e Potencidlovy rozsah: -400 mV az +700 mV
e Rychlost’ skenu: 50 mV/s

Elektréda bola pouzitd na dalSie meranie, pokial sa potvrdila pritomnost
fosfolipidovej membrany tym, ze sa v cyklickom voltamograme nevyskytovali pradové
odozvy ferrofferrikyanidu.
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3.3.10. Akumulacia kapsaicinu na elektrodu

Pred akumuliciou sa GCE elektroda, ¢i vz nemodifikovana alebo modifikovana
fosfolipidovou membranou, jemne oplachla ponorenim do destilovanej vody. Nésledne
sa na 1 minitu ponorila do extraktu Cili papriky mieSaného na magnetickej mieSacke
(Obr. 3). Po akumulacii sa elektroda opét jemne oplachla ponorenim do destilovanej

vody a bola pouzitd na meranie.

Obr. 3: Akumuldcia kapsaicinu na povrch elektrody v extrakte Cili papriky

3.3.11. Cistenie elektrody od fosfolipidovej membrany

Elektroda bola postupne sonifikovand v hexdne, metanole a vode, vzdy 5 minut.
Potom sa vylestil jej povrch na lestiacej tkanine so suspenziou aluminy, oplachla sa
vodou asonifikovala vskamavke s destilovanou vodou Vv ultrazvukovom  kupeli

po dobu 1 mintty.
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3.3.12. Voltametrické metéody stanovenia

Vsetky voltametrické merania  prebiehali v  dvojdielnej nadobke, kde
Vo Vonkajsej nadobke bol vzdy zikladny Britton - Robinsonov pufor a vo vnutornej
malej nadobke s wycorovou fritou bolo pre vSetky metddy okrem metody A 500 pul
Britton — Robinsonovho pufru o pH 2, vktorom prebiehalo meranie kalibra¢nych

Standardov alebo vzoriek.

3.3.12.1. Diferen¢ne pulzna voltameria (DPV)
3.3.12.1.1. Metoda A

Navazka 100 mg vzorky c¢ili papriky sa extrahovala 2 ml etanolu podl'a postupu

1 popisanom v3.3.7.1 a extrakty boli prefitrované cez teflonovy filter. Do malej
nadobky sa napipetovalo 500 ul Britton — Robinsonovho pufru pH 2 a 450 ul etanolu.
Takto prichystany zakladny elektrolyt bol zmerany metédou DPV. Vzipiti sa do malej
nadobky napipetovalo 50 pl extraktu papriky a roztok bol zmerany. Nakoniec sa eSte
premeral roztok po  pridavku 20 pl Standardného roztoku kapsaictnu (103 mol/l).
Vysledky sa vyhodnotili metdédou Standardného pridavku.
Parametre metody:

e Pociato¢ny potencial: 100 mV

e Potencidlovy rozsah: 100 - 1000 mV

e Rychlost’ skenu: 20 mV/s

e Vyska pulzu: 50 mV

e Sirka pulzu: 80 ms

3.3.12.1.2. Metéda B — transferova metoda na nemodifikovanej elektrode

Do viakky bolo navaZenych 20 mg vzorky ¢ili papriky, pridany 1 ml etanolu,
nasledovala maceracia po dobu 30 minit a sonifikdcia po dobu 15 min pri teplote 40°C,
a nakoniec boli pridané 4 ml destilovanej vody. Do tohto extraktu bola na 1 minutu
ponorend Cistd pracovna elektroda zo skleného uhliku. Po akumulicii bola oplachnuta
ponorenim do destilovanej vody a vlozend do malej voltametrickej nadobky a bolo
spustené meranie s tymito parametrami:

e Pociato¢ny potencial: 300 mV
e Potencidlovy rozsah: 300 - 1000 mV
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e Rychlost’ skenu: 20 mV/s
e Vyska pulzu: 50 mV
e Sika pulzu: 80 ms
Po kazdom merani sa  elektroda  ocistla na  leStiacej tkanine
SO suspenziou aluminy podla postupu v kapitole 3.3.1 avymenil sa elektrolyt v malej
nadobke s fiitou za Cisty.
Meranie bolo vyhodnocované metdédou Kkalibracnej priamky (metoda B1)
a Standardného pridavku (metéda B2). Pre metodu kalibracnej priamky boli pripravené
kalibra¢né Standardy kapsaicinu v koncentraciach 2.104; 104; 5.10°%; 2,5.10°°, 1,25.10°
a 0,625.10°> mol/l. Kalibracné roztoky boli premerané rovnakym spdsobom ako extrakty
Cili paprik, teda bola prevedend akumulacia na povrch GCE elektrody za mieSania
po dobu 1 minity. Po akumulacii sa elektroda preniesla do elektrolytu v malej nadobke
abolo spustené meranie. Pre metodu Standardného pridavku bolo do pripravenych
extraktov po ich premerani pridané¢ urit¢ mnozstvo Standardného roztoku kapsaicinu

(102 mol/l) v zavislosti na intenzite prudovej odozvy samotnej vzorky.

3.3.12.1.3. Metoda C — transferova metéda na modifikovanej elektréode

Analyticka vzorka bola pripravena navazenim 20 mg vzorky Cili papriky a jej
extrakciou v 1 ml etanolu podl'a postupu 1 v kapitole 3.3.7.1. Po extrakcii sa k extraktu
pridali 4 ml destilovanej vody. Elektroda zo skleného uhliku (GCE) modifikovana
fosfolipidovou membranou (vid. kapitola 3.3.8) sa na 1 minitu ponorila do mieSaného
extraktu Cili papriky. Po akumulici nasledovalo jemné oplichnutie elektrody
ponorenim do destilovanej vody tak, aby sa neposkodila fosfolipidova membrana.
Potom sa elektroda ponorila do malej voltametrickej nadobky a spustilo sa meranie
s rovnakymi nastaveniami ako v kapitole 3.3.12.1.2.

Po merani bolo potrebné vymenit elektrolyt v malej nddobke za Cisty a vycistit’
povrch  elektrody s fosfolipidovou membranou od naakumulovaného kapsaicinu.
Zatymto uCelom sa elektroda ponorila na 10 min do destilovanej vody. Po uplynuti
tohto ¢asu mohla byt prevedena d'alsia akumulacia.

Na vyhodnotenie vysledkov sa pouzila metoda kalibracnej priamky (metoda
Cl1) astandardného pridavku (metéda C2). Na vytvorenie kalibraénej zavislosti boli
pripravené kalibraéné roztoky kapsaicinu s koncentraciami 2.10°4; 104; 5.10°°; 2,5.10°°,
1,25.10° a 0,625.10° moll azmerané boli rovnakym spdsobom ako extrakty C¢ili
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paprik. Pre vyhodnotenie metddou Standardného pridavku bol do pripravenych
extraktov pridany ur¢ity objem Standardu kapsaicinu (10-2 mol/l).

3.3.12.2.Linearna voltametria

3.3.12.2.1. Metéda D — transferova metéoda na nemodifikovanej elektrode

20 mg vzorky Ccili papriky sa navazio do viaky, pridal sa 1 ml etanolu
a vykonala sa extrakcia podla postupu 1 v kapitole 3.3.7.1. Do extraktu boli pridané
4 ml destilovanej vody. Cista GCE elektroda bola ponorend do pripraveného extraktu,
ktory bol mieSany na magnetickej mieSacke. Akumulacia prebiehala po dobu 1 mintty,
potom bola elektroda zbavend pevnych necistot z extraktu ponorenim do destilovanej
vody a vzapéti pouzitd na meranie.

Parametre merania pre linearnu voltametriu:

e Pociato¢ny potencial: 300 mV

e Potencidlovy rozsah: 300 - 1000 mV

e Rychlost’ skenu: 100 mV/s
Po kazdom merani bolo potrebné elektrédu vylestit’ na tkanine s aluminou (vid. 3.3.1)
a vymenit elektrolyt v malej nadobke za Cisty.

Metoda kalibracnej priamky (metoda D1) ametdéda Standardného pridavku
(metéda D2) sa vyuwzli na kvantifikdciu kapsaicinu vo vzorkach paprik. Pre metodu
kalibranej priamky boli pripravené kalibratné roztoky s koncentraciami kapsaicinu
2.104; 104; 5.10°; 2,5.10°, 1,25.10° a 0,625.10°> moll. Tieto roztoky sa zmerali
rovnakym sposobom ako extrakty paprik. Pre stanovenie kapsaicinu metddou
Standardného pridavku bol do extraktu papriky pridany uréity objem S$tandardného

roztoku kapsaicinu (102 mol/l) a extrakty boli znova zmerané.

3.3.12.2.2. Metéda E — transferova metéoda na modifikovanej elektrode

Podl'a postupu 1 v kapitole 3.3.7.1. bola prevedena extrakcia 20 mg vzorky cili
papriky v1 ml etanolu. Po extrakcii boli k extraktu pridané 4 ml destilovanej vody.
GCE sa podla postupu vkapitole 3.3.8 modifikovala fosfolipidovou membranou
apouwzla na meranie. Najskor bola prevedena akumulacia vextrakte papriky
za mieSania po dobu 1 minuty, nasledne sa elektroéda opatrne umyla destilovanou vodou

apreniesla do mernej nadobky, kde bolo wuskutocnené meranie pri rovnakych
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parametroch ako vkapitole 3.3.12.2.1 Po merani sa elektroda ponorila na 10 min
do destilovanej vody, aby sa vyCistila od naadsorbovaného kapsaicinu a mohla byt
pouzitd na d’alSie meranie.

Vyhodnocovacie metody vyuzité na stanovenie obsahu kapsaicinu boli metdda
kalbra¢nej krivky (metéda E1) ametéoda Standardného pridavku (metéoda E2).
Pre kalibracnu zavislost' sa zostrojila z pripravenych kalibracnych roztokov kapsaicinu
s koncentraciami 2.104; 104; 5.10-%; 2,5.10°, 1,25.10° a 0,625.10> moll. Pre metodu
Standardného pridavku bol do kazdého extraktu pridany definovany objem Standardného
roztoku kapsaicinu. Kalibraéné roztoky a extrakty so Standardnym pridavkom boli
premerané rovnakym postupom ako samotné extrakty Cili paprik.

3.3.13. Merané vzorky paprik

e Madras chilli — prasok
» Vyzkumny ustav rostlinné vyroby v Olomouci
» mileté chilli
e SuSeny koz roh
e Habanero — vytazok
» tekuty vytazok z chilli Habanero ZIté
» Zlozenie: min. 83 % vytazok z chilli, sol
» vyrobca: Paprikaren chillis
e Naga Jolokia — vytazok
» tekuty vytazok z chilli Naga Jolokia
» Zlozenie: min. 83 % vytazok z chilli, sol’
» vyrobca: Paprikaren chillis
e Carolina Reaper — prasok
» mleté¢ chilli
e Habanero — prasok
» mleté¢ chilli
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3.4. Vysledky a diskusia

34.1. Cyklicka voltametria — popis elektrochemického spravania
kapsaicinu

Cyklicky voltamogram kapsaicinu (Obr.4) zmerany na Cistej elektrode
20 skleného uhliku (GCE) v prostredi Britton — Robinsonovho pufru spH 2, zobrazuje
jeden hlavny anodicky pik ajeden redoxny par pikov. Anodicky pik v1. cykle
smaximom pri700 mV  predstavuje oxidaciu kapsaicihu na  prislusny ortho-
benzochinon. V katodickej Casti 1. cyklu sa k anodickému piku nenachadza protipik, ¢o
znamena, ze oxidacia kapsaicinu je ireverzibiny dej. V katodickej vetve sa objavuje pri
potenciali 400 mV pik, ktory predstavuje redukciu ortho-benzochindnu na katechol.
Tento dej je reverzibiny a vanodickej Casti 2. cyklu sa vyskytuje pik oxidacie
katecholu na ortho-benzochinon. V cyklickom voltamograme kapsaicinu zmeranom pri
pH 7 apH 10 (Obr.5) (Obr.6) doslo k posunu hlavného anodického piku oxidacie
kapsaicinu ~ k zapornej$im  hodnotam. Redoxny par pikov  ortho-benzochinonu
a katecholu z voltamogramov (Obr.5) (Obr.6) pri vyssich hodnotach pH postupne
vymizol.

7000 -
I [nA] —a— z4kladny elektrolyt
6000 - 1. cyklus
5000 - —a— 2. cyklus
4000 -

3000

2000

1000

1200
-1000 +

-2000

-3000 E [mV]

Obr. 4: Cyklicky voltamogram kapsaicinu (10-* mol/l) zmerany pri rychlosti

skenu 100 mV/s v prostredi Britton — Robinsonovho pufru s pH 2
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Obr. 5: Cyklicky voltamogram kapsaicinu (10 mol/l) zmerany pri rychlosti
skenu 100 mV/s v prostredi Britton — Robinsonovho pufru s pH 7
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Obr. 6: Cyklicky voltamogram kapsaicinu (10 mol/l) zmerany pri rychlosti
skenu 100 mV/s v prostredi Britton — Robinsonovho pufru s pH 10

3.4.2. Cyklicka voltametria — zavislost’ na rychlosti skenu

Zavislost na rychlosti polarizicie pracovnej elektrody bola zistend pre hlavny
anodicky pik oxidacie kapsaicinu pomocou cyklickej voltametrie pre rychlosti 20 —
500 mV/s. Zakladny elektrolyt tvoril Britton — Robinsonov pufor s destilovanou vodou.
Zévislost bola merand v prostredi s roznym pH: pufor s pH 3 (kyslé prostredie), pufor
SspH 7  (neutralne  prostredie) apufor spH 10 (bazické  prostredie).
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Obr.7a: Zavislost logaritmu prudu na

logaritme rychlosti skenu pre kapsaicin
(10*mol/l) pri pH 3

Obr.7b: Zavislost potencidlu na

logaritme rychlosti skenu pre kapsaicin
(10-*mol/l) pri pH 3
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Obr.8a: Zavislost logaritmu pridu na
logaritme rychlosti skenu pre kapsaicin
(104 mol/l) pri pH 7

Obr.8b: Zavislost potencidalu na
logaritme rychlosti skenu pre kapsaicin
(10-“mol/l) pripH7
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Obr.9a: Zavislost logaritmu prudu na

logaritme rychlosti skenu pre kapsaicin
(10*mol/l) pri pH 10
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Obr.9b: Zavislost potencidlu na

logaritme rychlosti skenu pre kapsaicin
(10-4mol/l) pri pH 10

logaritmu pradovej odozvy na logaritme

rychlosti polarizacie elektrody log | = f (log v) (Obr. 7a, 8a, 9a) je pozorovatelny
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linearny priebeh. Vzhl'adom k tomu, ze hodnoty smernic priamok sa pohybuju medz
hodnotami 0,5 (pre difiziou riadeny dej) a 1 (pre dej riadeny adsorpciou), jedna sa o dej
difizne — adsorp¢ny. [55] Srasticou hodnotou pH sa vplyv adsorpcie znizuje.
V grafoch zivislosti potencialu na logaritme rychlosti skenu pozorujeme linedrnu
zavislost’. S rasticou rychlost’ skenu dochadza k posunu potencidlu piku kapsaicinu ku
kladnej$im potencidlom pri vSetkych meranych hodnotach pH (Obr. 7b, 8b, 9b). Tento
posun je typicky pre ireverzibilny prenos elektronov. [56]

3.4.3. Diferencne pulzna voltametria — zavislost’ na pH

Pomocou diferencne pulznej voltametrie bol pozorovany vplyv pH na pradova
odozwu kapsaicinu. Diferenéne pulmé voltamogramy kapsaicinu (104 mol/l) boli
zimerané v prostredi Britton — Robinsonovych pufrov v rozmedzi pH 2 — 12 pri rychlosti
skenu 20 mV/s a vyske pulzu 50 mV. V grafe zavislosti pridu na hodnote pH (Obr. 10)
je zretelne najvyssia pridova odozva v Kyslom prostredi pri pH 2. Pri vy$§im hodnotach
pH poskytoval kapsaicin nizSiu hodnotu pridu, preto bolo pre vsetky dalSie merania
vywzité kyslé prostredie Britton — Robinsonovho pufru o pH 2.

| 2500 -

[nA]
2000 - °

1500 A )

1000 A

500 -

Obr. 10: Zavislost pridovej odozvy kapsaicinu (10-* mol/l) na pH

Graf zavislosti potencialu piku kapsaicinu na pH (Obr. 11) ukazuje, ze
s rasticou hodnotou pH sa pik postval zipornym smerom a hodnota potencialu klesala.
Hodnota smernice -52,086 mV/pH namacuje, Z¢ pri oxidaci dochadza k vymene
rovnakého poctu protonov a elektronov, ¢o je vsulade s publikaciou od Jonanovié et
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al.[24] Hodnota smernice je nizSia neZ teoreticka hodnota 59 mV/pH (pre pripad
rovnakého poctu protonov a elektronov), ¢o mdze byt dosledkom ireverzbility

elektrodovej reakcie.

g 700
[mV] e
600 ®.e
o
. y = -52.086x +737.89
500 ° R? =0.9858
(. ]
400 ¢
[ ]
o
300 ®ee
® @
200 ®e
Y [ J
[ ]
100
0
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Obr. 11: Zavislost potencidalu piku kapsaicinu na pH

3.4.4. Kalibraé¢na zavislost’

Metddou diferenéne pulznej voltametrie bola premerana kalibracnid zavislost
na Cistej GCE elektrode pre koncentracie kapsaicinu od 10® do 10* moll. Prvy
kalibra¢ny S$tandard, ktory poskytol priadovii odozvu, mal koncentraciu 6.10- mol/l.
Graf zobrazujiici rozsah koncentracii 10° az 10* moll (Obr. 12) ukazuje zahnutie
krivky pri vysSich koncentraciach vplyvom adsorpcie a vysytenia povrchu elektrody.
Linearna oblast’ kalibracnej zavislosti (Obr. 13) od 6.10°% az 6.10> mol/l mala koeficient
determinacie (R?) 0,9939. Z parametrov regresnej priamky bol podla vzt'ahu Lg = 3.sn/a
(@ — smernica kalibra¢nej priamky, sp — smerodajna odchylka tseku kalibracnej
priamky) vypocitany limit detekcie 3,5 umoll. Readlny limit detekcie, kedy bolo mozné
vyhodnotit’ pridovy signal bol 6 pmol/1.
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Obr.12: Kalibracna zavislost pre kapsaicin v rozsahu koncentrdacii od

10 do 104 mol/l.
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Obr. 13: Kalibracna zavislost pre kapsaicin v rozsahu koncentracii od

6.10°6 do 6.10°°> mol/l.

345. EC-MS

Pred samotnym meranim EC-MS bola optimalizovand teplota suSiaceho plynu
nastavenim na 110, 130, 150, 170 a 190 °C. NajvysSia intenzita signalu kapsaicinu bola
zaznamenand  pri teplote 150 °C  (Tab. 5). Téato teplota sa wvyuwzla pri dalSich

experimentoch. Hmotnostné spektrum kapsaicinu v kladnom méde s protonovanou
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molekulou kapsaicinu [M+H]* o m/z 306,31 je znazornené na obrazku 14 a v zapornom

mode s deprotonovanou molekulou [M-H]- 0 m/z 304,1 na obrazku 15.

Tab. 5: Intenzita signalu kapsaicinu pri roznych teplotdch susiaceho plynu

t (°O) cnts
110 3 104 905
130 20 868 306
150 21 508 922
170 5759 918
190 1080 421
Intens. +MS, 0.0-1.0min #(1-218)
X107 1
1.24 3063
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
137.4 292.3
182.4 223.2 322.2 351.3
0_0—_| : L el L ud : | |I||II | I||| ! . - |_
50 100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Obr. 14: Hmotnostné spektrum kapsaicinu vV kladnom maode (ESI+)
Intens. -MS, 0.0-1.0min #(1-215)
%106
] 304.1
3_
21
] 290.1
T 350.0
1_
] 3400
] 326.0 | | 380.0 494.9)
0 ——— Ll T =||III|| I||I I||I - I| fonnr I|I
50 100 150 200 250 300 350 400 450 miz

Obr. 15: Hmotnostné spektrum kapsaicinu V zapornom mode (ESI-)
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Intens. +MS2(306.0), 0.0-0.5min #(2-48)
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Obr. 16: Fragmentacné spektrum protonovanej molekuly [M+H]* s m/z 306,3
Vo fragmentatnom spektre protonovanej molekuly kapsaicinu (Obr. 16) s m/z
306,3 (ESI+) sa nachadzaji iony s m/z 122,4; 137,4; 153,4; 170,4 a 182,4. Ich Struktary
s znazornené na obrazku 17. Spektrum kapsaicinu zodpoveda spektram uvadzanym

V literattre.[57]

HO m/z 306,3

H;C

CH,

m/z 137,4

O
L m/iz122,4
o\H CHj

) m/z 170,4
m/z 153,4

Obr. 17: Struktiry proténovanej molekuly [M+H]* kapsaicinu (m/z 306,3) a jej

fragmentov

41



Elektrochemickd oxidacia kapsaicinu bola prevedena v elektrochemickej cele
pripojenej Kk hmotnostnému  spektrometru. K elektrochemickej cele bol zapojeny
potenciostat, pomocou ktorého bol postupne zvySovany potencial, pri ktorom prebiehala
elektrochemicka oxidacia. V kladnom médde neboli v spektrach v rozmedz 0 az 650 mV
viditelné vyrazné zmeny. Od potencidlu 650 mV =zacala postupne klesat’ intenzita
protonovanej molekuly kapsaicinu s m/z 306,3 azacala narastat’ intenzita ionu s m/z
292,3 (Obr. 18). Dalsie zvySovanie potencialu sposobovalo narast signdlu m/z 292,3 az
po potencial 950 mV, kde zacal signal tohto i6nu klesat' a narastol signal idnu s m/z
290,3 (Obr. 18). Ion smfz 292,3 predstavoval oxidacny produkt kapsaicinu
v katecholovej forme aion sm/z 290,3 produkt vo forme benzochinonu (Tab. 6). Na
obrazku 19 je zobrazené hmotnostné spektrum pri potencidli 550 mV, predtym ako
prebehla oxidacia. Najvacsiu intenzitu vspektre ma pik kapsaicinu m/z  306,3.
Hmotnostné spektrum na obrazku 20 bolo zmerané pri potenciai 900 mV, kedy uz
prebehla oxidacia kapsaicinu. Najintenzinej$im pikom vtomto spektre je pik

katecholovej formy s m/z 292,3.

cnts ESI + m/z 306,3
—0— m/z 292,3
—8— m/z 290,4

14000000
12000000 -
10000000 -
8000000 -
6000000 -
4000000 -
2000000 -

0 » . e .

600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050

E [mV]

Obr. 18: Zavislost intenzity protonovanej molekuly kapsaicinu a jeho

oxidacnych produktov na potenciali elektrochemickej oxidacie
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Tab. 6: Struktiiry proténovanej molekuly kapsaicinu a jeho oxidacnych produktov

ESI +
I
CH
N+/\/\/\/\( 3
H/ H CHj
HO m/z 306,3
(@)
HaC”™
I
CH
N“\/\/\/\( 3
H/ H CHg
HO m/z 292,3
OH
I
CH
N_,_W\/\( 3
= H/ H CH
O I m/z 290,3

308 3
a7 4
182.4 2232 2793 ”i" 322 1542
-
: : " 1 | . : | ] |I ||,|,l Ill_l Ll 1 I|I
0 00 200 250 00 M 350

Obr. 19: Hmotnostné spektrum zmera

né pri potenciali 550 mV (ESI+)
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Obr. 20: Hmotnostné spektrum zmerané pri potenciali 900 mV (ESI+)

V zapornom mode (ESI-) sa hmotnostné spektrum vyrazne nemenilo v rozmedz
potencialov 0 az 700 mV. Od potencialu 700 mV zacCala mtenzita signalu
deprotonovanej molekuly kapsaicihu m/z 304,1 vyznamne klesat’ a postupne sa
zvySovala intenzita signalu i6nu m/z 290,3 (Obr. 21). Narast signalu i6nu m/z 290,3
pokracoval po dosiahnutie potencidlu 900 mV. S d’alSim narastom potencidlu jeho
signal vyrazne klesal a zaroven narastal signal ionu m/z 288,3 (Obr. 21). I6n s m/z 290,3
predstavoval oxida¢ny produkt kapsaicinu vo forme Kkatecholu aion sm/z 288,3
oxida¢ny produkt v chinénovej forme (Tab. 7). V hmotnostnom spektre na obrazku 22
pri 650 mV pred oxidaciou kapsaicinu je najintenzivnejSi signal jeho deprotonovanej
molekuly sm/z 304,1. Na obrazku 23 pri potenciai 900 mV prevlada signal
katecholovej formy sm/z 290,3 mV avhmotnostnom spekire na obrazku 24 pri

potenciali 1000 mV ma najvysSSiu intenzitu i6n chinénovej formy s m/z 288,3.



cnts ESI - —0— m/z 304,1
5000000 - —e— m/z 290,3
4500000 -+ —8— m/z 288,3
4000000
3500000 -

3000000 4
2500000 -
2000000 4
1500000 -
1000000 A
500000 +
0 - - T T )
600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050
E [mV]

Obr. 21: Zavislost intenzity deproténovanej molekuly kapsaicinu a jeho

oxidacnych produktov na potenciali elektrochemickej oxiddcie

Tab. 7: Struktiry deproténovanej molekuly kapsaicinu a jeho oxidacnych produktov

ESI -
I o
NH/\/\/\/\(
) CH,
O m/z 304,1
(@]
HyC”™
Q/\ m/z 290,3

KTW

m/z 288,3
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Obr. 22: Hmotnostné spektrum zmerané pri potenciali 650 mV (ESI-)
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Obr. 23: Hmotnostné spektrum zmerané pri potenciali 900 mV (ESI-)
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Obr. 24: Hmotnostné spektrum zmerané pri potenciali 1000 mV (ESI-)



34.6. HPLC

Pomocou HPLC bol najskér vybrany vhodny sposob extrakcie vzoriek paprik.
Porovnané boli dva postupy extrakcie etanolom. Postup 1 zahfiial 30 — minGtova
maceraciu a nasledni 15 — mmutova sonifikdciu pri 40°C v ultrazvukovom kupeli a 2.
postup 30 — mindtovii sonifikéciu v ultrazvukovom kupeli pri teplote 40°C. Dalej boli
extrakty troch vzoriek paprik upravené pred HPLC analyzou podla postupu v kapitole
3.3.7.4. azmerané za podmienok uvedenych v kapitole 3.3.7.5. Pre d’alsie merania bol
pouzivany postup 1, pretoze tymto spdsobom bola dosiahnutd vysSia vytaznost.
Vysledky st uvedené v tabulke 8.

Tab. 8: Porovnanie vytaznosti dvoch extrakcnych postupov

HPLC
Postup 1 Postup 2
Naga Jolokia (vytazok) 3487.99 189.45
¢ [mg/kg] | Habanero (vyt'azok) 1025.67 894.44
Madras Chilli 179 57.96

Kalibracna zavislost (Obr. 25) pre vyhodnotenie metdédou kalibracnej priamky

bola vytvorend premeranim Standardov s koncentraciami 2,5.10°°,1.10*,5.10* mol/l.

Plocha 5000

[mAU.s]

4500 - y= 9E+06x - 145.62 ..

RZ2=1
4000 A
3500 A
3000 A
2500 A
2000 A
1500 A
1000 A

o"..
500 - :

0 'J'. T T T T T 1
0.00E+00 1.00E-04 2.00E-04 3.00E-04 4.00E-04 5.00E-04 6.00E-04

c (kaps) [mol/I]

Obr. 25: Kalibracna zavislost pre kapsaicin zmerand metodou HPLC

Vsetky vzorky paprik uvedené v kapitole 3.4.6 boli pripravené na meranie podla
postupu Vv Kkapitole 3.3.7.4 azmerané pomocou HPLC. Priklad chromatogramu je
zobrazené na obrazku 26. Pk v18,2 min zodpovedd kapsaicinu. Vysledky boli
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vyhodnotené metddou kalibracnej priamky a Standardného pridavku asi uvedené

v tabul’kach 9 a 10 na stranach 53 a 54.

150

100 A

50

50 -

t [min]

-100

Obr. 26: Chromatogram vzorky papriky Habanero — prdsok. Pik v ¢ase 18,2 min

predstavuje kapsaicin.

3.4.7. Voltametrické metody

3.4.7.1. DPV
3.4.7.1.1. Metéda A

Vzorky paprik (kapitola 3.4.6.) boli pripravené na meranie a zmerané podla
postupu v Kkapitole 3.3.12.1.1. Vysledky dosiahnut¢ metoédou diferenéne pulznej

voltametrie, kde bol merany roztok pridavany priamo do mernej nadobky, sa
nachadzaju vtabulke 10 na stranach 53 a 54. Na wvyhodnotenie bola pouzitd metoda

Standardného pridavku. Obrazok 27 ukazuje priklad voltamogramu pre realnu vzorku

papriky.
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Obr. 27: Diferencne pulzny voltamogram vzorky papriky suseny kozi roh.
Pik kapsaicinu sa objavil pri potenciali 720 mV.

3.4.7.2. Metéda B — transferova metoda na nemodifikovanej elektrode

Meranie diferencne pulznej voltametrie na nemodifikkovanej GCE elektrode
transferovou metddou bolo prevedené podla postupu v kapitole 3.3.12.1.2. Vysledky sa
vyhodnotili metodou kalbracnej priamky a Standardného pridavku a st uvedené
vtabulkach 9 a 10 na stranach 53 a 54. Kalibra¢na priamka vznikla premeranim
Standardnych roztokov kapsaicinu s koncentraciami  2.10°4; 10%; 5.10°%; 2,5.10%%,
1,25.10°, 0,625.10° moll (Obr.28). Najvyssi kalibratny bod bol zkalibracie
vynechany, pretoze lezal mimo linearny rozsah (Obr. 28). Na obrazku 29 je zobrazeny
priklad voltamogramu.

| =f(c)

I[nA] 800 - °
700 1 y=8E+06X - 54.665+"
600 - R2=0.9986.,.-" °
500 - -

400 -
300 A
200 A
100

0 1+& T T T T )
-100 -

0.00E+00 5.00E-05 1.00E-04  1.50E-04  2.00E-04  2.50E-04

¢ [mol/I]

Obr.28: Kalibrdacia v rozsahu 2.10%4az 6,25.10 mol/l
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Obr. 29: Diferencne pulzny voltamogram vzorky Naga Jolokia
(vytazok). Pik kapsaicinu mal potencial 650 mV.

3.4.7.3. Metéda C — transferova metéda na modifikovanej elektréde

Diferenéne  pulznou  voltametriou na  GCE  elektrode = modifikovanej
fosfolipidovou membranou (postup kapitola 3.3.12.1.3.) boli zmerané vsetky vzorky
paprik (kapitola 3.4.6). Fosfolipidova wrstva by mala selektivne akumulovat
a prepustat’ k elektroédovému povrchu hydrofobné latky, zatial' ¢o hydrofiné cez vrstvu
neprejdi.[54]Po kazdom merani bola elektroda ponorend na 10 minit do destilovanej
vody, aby sa vyCistila od kapsaicinu. Voltamogram zmerany po vyCisteni elektrody po
merani je ukdzany na obrazku 30. Vyhodnotenie bolo prevedené metddou kalibracnej
priamky s kalibraénymi bodmi 2.10*#4; 10-4; 5.10°; 2,5.10-°, 1,25.10-°, 0,625.10-> mol/l
a metddou Standardného pridavku. Vysledky st zhrnuté v tabul’kach 9 a 10 na stranach
53 a 54. Kalibra¢na zavislost' (Obr. 31) bola zmeranid Vvrozsahu 2.10* az 6,25.10°°
moll. Pri koncentracidch 1,25.10° moll a6,25.10% moll modifikovand elektroda
neposkytla odozwu. Na rozdiel od kalibracie na nemodifikovanej elektrode kalibracny
bod s koncentraciou 2.10** mol/l eSte lezal v oblasti linedrneho rozsahu. Na obrazku 32

je voltamogram jednej z meranych vzoriek paprik.
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Obr. 30: Diferencne pulzny voltamogram GCE elektrody pred a po vycisteni
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Obr. 31: Kalibracna zavislost' pre kapsaicin na GCE elektrode

modifikovanej fosfolipidovou membranou.
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Obr. 32: Diferencne pulzny voltamogram vzorky Naga Jolokia (vytazok). Pik

kapsaicinu mal potencial 650 mV.

51



34.74. DC

3.4.7.4.1. MetodaD — transferova metéda na nemodifikovanej elektrode

Metodou linearnej voltametrie boli zmerané vzorky paprik (kapitola 3.4.6) podla
postupu uvedenom Vkapitole 3.3.12.2.1. Metody Kkalibracénej priamky a vniatorného
Standardu boli pouzité¢ na vyhodnotenie. Vysledky merania su uvedené v tabulkach 9
al0 na stranach 53 a 54. Kalbracnd krivka bola vytvorena premeranim série
Standardnych roztokov kapsaicinu s koncentrdciami  2.10°4; 10%; 5.10%; 2,5.10°%,
1,25.10°, 0,625.10° mol/l (Obr. 33). Pre vyhodnotenie bola vyuzta kalibra¢nd priamka,
Zktorej bol vyliceny kalibraény bod s najvySSou koncentraciou, pretoze sa nachadzal
v nelinearnej oblasti (Obr. 33). Priklad voltamogramu realnej vzorky papriky ukazuje
obrazok 34.

| =f(c)
I [nA] 2500 -
2000 4 y= 2E+07x - 27.613 Y
R2=0993 .-®
1500 A -
1000 A o
500 1 o
o
O = ‘ T T T T 1
0.00E+00  5.00E-05 1.00E-04 1.50E-04 2.00E-04  2.50E-04
¢ [mol/I]

Obr.33: Kalibracia v rozsahu 2.10%az 6,25.10% moll/l
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Obr. 34: Linedarny voltamogram vzorky Naga Jolokia (vyrazok). Pik kapsaicinu mal

potencial 720 mV.
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3.4.74.2. Metéda E — transferova metoda na modifikovanej elektrode

Podl'a postupu v kapitole 3.3.12.2.2. boli vzorky paprik (kapitola 3.4.6.) zmerané
lnedrnou voltametriou na GCE elektrode modifikovanej fosfolipidovou membranou.
Merania boli vyhodnotené metdédou kalibracnej priamky a Standardného pridavku.
Vysledky st zhrnuté v tabul’kdch 9 a 10 na stranach 53 a 54. Pre vytvorenie kalibracnej
priamky (Obr. 35) boli zmerané $tandardy kapsaicinu od 2.10** po 6,25.106 moll. Na
rozdiel od ostatnych voltametrickych metéd bola odozva linearna v celom rozsahu
meranych koncentracii Standardov. Na obrazku 36 je znazorneny priklad voltamogram
vzorky papriky.
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Obr. 35: Kalibracna zavislost pre kapsaicin na GCE elektréde

modifikovanej fosfolipidovou membranou.
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Obr. 36: Linedrny voltamogram vzorky Naga Jolokia (vytazok). Pik kapsaicinu
mal potencial 740 mV.
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3.4.8. Vyhodnotenie

Vyhodnotenie merania  HPLC a vSetkych voltametrickych merani je zhrnuté

vtabulke 9 (pre metédu kalibraénej krivky) avtabul’ke 10 (pre metdédu Standardného

pridavku).

Voltametrické metody:

Metoda A:
Metdda B:
Metoda C:
Metdda D:
Metoda E:

DPV — extrakt vzorky pridavany do mernej nadobky

DPV - transferovd metdda na nemodifikovanej elektrode

DPV — transferova metdda na modifikovanej elektrode

DC
DC

— transferovd metdda na nemodifikovanej elektrode

— transferova metdda na modifikovanej elektrode

(1 — vyhodnotena metdédou kalibracnej krivky, 2 — vyhodnotené metdodou Standardného

pridavku)

Tab. 9: Vysledky merani vyhodnotené metodou kalibracnej priamky

Metéda kalibra¢ne j priamky

¢ [mg/kg]
Vzorka
HPLC MetodaB1 | Metéda C1 | Metoda D1 | Metéda E1

Naga Jolokia (vytazok) 1261.46 4265.86 7614.33 3584.80 5657.26
Habanero (vytazok) 303.96 1389.09 1872.62 603.14 1432.42
Suseny kozi roh 1610.34 3308.59 8458.02 4541.50 13173.70
Madras Chilli (prasok) 134.63 ND ND ND ND
Habanero (prasok) 2873.16 1069.27 8538.19 2694.81 10934.10
Carolina Reaper (prasok) 8641.68 7357.18 26987.60 17064.30 48148.40

ND - nedetekované
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Tab. 10: Vysledky merani vyhodnotené metodou standardného pridavku

Metoéda standardné ho pridavku
¢ [mg/kg]
Vzorka HpLC | Metéda | Metéda | Metéda | Metéda | Metéda
A B2 C2 D2 E2

Naga Jolokia (vitazok) | 3487.99 | 2785.95 | 7488.27 | 2689.14 | 6958.77 | 5745.53
Habanero (vytazok) 1025.60 | 8145.90 | 1294.94 | 65400 | 177.14 | 794.07
Suseny kozi roh 4534.73 | 1854.86 | 44589.90 | 3026.61 | 88110.80 | 1136.13
Madras Chilli (prazok) | 179.00 ND ND ND ND ND
Habanero (prasok) 11890.05 | 7544.85 | 876.07 | 7646.70 | 28002.30 | 5178.23
g;;‘;'(':l‘g Reaper 12813.99 |31308.90 | 11104.20 | 18072.60 | 60394.00 | 58432.00

ND - nedetekované

V désledku velkej biologickej diverzity sa obsah kapsaicinu 1iSi v ramei rdéznych
odrod, ale aj jedinej odrody, arovnako je obsah kapsaicinu odlisny v roznych castiach
jedného plodu. To je jeden s faktorov, ktory ovplyvnil velké rozdiely v zstenych
koncentraciach ~ kapsaicinu. Daliim  vyznamnym  faktorom je rozliény princip
pouzivanych metod. NajvysSie hodnoty kapsaicinu boli vdcSinou pouzitych metod
a postupov zistené vo vzorke Cili papriky Carolna Reaper. Pre stanovenie nizke
koncentracii kapsaicinu nie su tieto metdody vhodné.

Vztah medzi vysledkami nameranymi metddou HPLC  a jednotlivymi
voltametrickymi metédami bol vyhodnoteny pomocou korela¢nej analyzy v programe
QC Expert. Vysledky korelacnej analyzy pre hodnoty vyhodnotené metddou kalibracnej
krivky st uvedené vtabulke 11. Pre hodnoty vyhodnotené metdédou Standardného
pridavku s vysledky korelaénej analyzy zhrnuté v tabulke 12. Statisticky vyznamné

hodnoty korelaénych koeficientov st vyzna¢ené cervenou farbou.
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Tab. 11: Hodnoty korelacnych koeficientov pre vysledky ziskané voltametrickymi
metodami v porovnani s HPLC. Porovnavané vysledky boli vyhodnotené metodou
kalibracnej priamky.

Korelacia
Porovnavacia Porovnavana .,
. . Spearmanova Parova
metoda metoda

Metoda Bl 0.6 0.816346365
HPLC Metoda C1 1 0.981867183
Metoda D1 0.828571429 | 0.969844842
Metoda E1 0.942857143 | 0.986092311

Tab. 12: Hodnoty korelacnych koeficientov pre vysledky ziskané voltametrickymi
metodami v porovnani s HPLC. Porovnavané vysledky boli vyhodnotené metodou
Standardného pridavku.

Korelacia
Porom,é vacia Poquévané Spearmanova Parova
metoda metoda
Metoda A 0.6 0.716691598
Metoda B2 0.542857143 1 0.027530067
HPLC Metoda C2 1 0.894217986
Metoda D2 0.4981117280.828571429
Metoda E2 0.828571429 | 0.695633101

Korelacnd analyza ukdzala Statisticky vyznamné korelicie medzi metddou
HPLC ametédami voltametrickej analyzy tam, kde boli vysledky vyhodnocované
metodou kalibracnej krivky. PredovSetkym merania na GCE elektrode modifikovanej
fosfolipidovou membranou (metody C1 aEl) wykazuju sind korelacm s HPLC.
V pripade stanovenia metddou Standardného pridavku bola zstend najtesnejSia

korelacia s vysledky porovnavacej HPLC pri metdde DPV na  fosfolipidmi

modifikovanej elektrode .
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4. 7aver

Cielom tejto prace bolo sledovanie -elektrochemického spravania kapsaicinu
pomocou cyklickej a diferenéne pulznej voltametrie. Merania boli prevedené s pouzitim
pracovnej elektrody zo skleného uhliku. Oxidaéné produkty kapsaicinu boli
identifkované pomocou elektrochémie s online detekciou hmotnostnou spektrometriou.
Na ziklade vysledkov zskanych touto Stidiou bolo testovanych nickol’ko metod
stanovenia kapsaicinu s vyuzitim linedrnej a diferencne pulznej voltametrie.

V cyklickom voltamograme kapsaicinu, zaznamenanom Vv kyslom prostredi
pH 2, bol vanodickom smere polarizicie pozorovany pri potenciali 700 mV jeden pik,
ktory zodpovedal irreverzibilnej oxidaci kapsaicinu na prisluSny  0-benzochinon.
V katodickom smere sa pri potenciali 450 mV objavoval pik redukcie tohto chinéonu na
odpovedajuci katechol. V 2.cykle vanodickom smere sme potom pozorovali pik
oxidacie katecholu na o0-benzochinén, ¢o znamend, 7ze tato reakcia bola reverzibina.
Meranim zavislosti pradovej odozvy kapsaicinu na pH meraného roztoku bolo zistené,
7ze kapsaicin poskytoval najvy$Siu odozvu v kyslom prostredi spH 2. Zavislost
pradovej odozvy na koncentricii kapsaicinu mala linedrny rozsah od 5.10® po 5.10°
mol/l. Bol vypocitany limit detekcie 3,5 ymoll. Realny limit detekcie, kedy bolo mozné
vyhodnotit” pradovy signal bol 6 umoll Na ziklade smernice zavislosti logaritmu
prudovej odozvy na logaritme rychlosti polarizicie elektrody bolo zistené, Ze sa jedna
0 dej adsorp¢ne — difuzny.

Pomocou elektrochémie s online detekciou hmotnostnou spektrometriou bol
potvrdeny vznik prisluSného  0-benzochinénu a katecholn, ktoré su oxida¢nymi
produktami kapsaicinu.

Pre stanovenie kapsaicinu Vv ¢ili paprikdch a Vv dochucovadlach obsahujicich
extrakty Cili paprik bolo navrhnutych a testovanych niekolko metod s vyuzitim
diferenne  pulznej  alinearnej  voltametric na  nemodifkovanej  a asolectinom
modifikovanej elektroéde zo skleného uhliku. Vysledky ziskané tymito metdédami boli
hodnotené korelacnou analyzou, ktora potvrdila Statisticky vyznamnu korelaiciu medz
vysledkami  niektorych — ztychto metdéd, najmi diferenéne pulznou voltametriou

s asolectionm modifikovanou elektrédou, a hodnotami nameranymi pomocou HPLC.
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