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STANOVENIE KAPSAICINU ()
REAKCIA KAPSAICINU S KYSELINOU p-DIAZOBENZENSULFONOVOU

VLADIMIR ZITKO

Oddelenie glycidov a biochémie Chemického ustavu Slovenskej akadémie vied
v Bratislave

V praci sa zaoberame podmienkami kopuldcie kapsaicinu s kyselinou
p-diazobenzénsulfénovou. Na zaklade zistenych optimalnych podmienok sme
vypracovali postup stanovenia v ¢&istych systémoch.

Kapsaicin, 6Géinna litka ostrej papriky, je 4-ozy-3-metoxybenzylamid-8§-
-metylnon(6)-en-1 karbénovej Lyseliny. Déava rad charakteristickych reakeii.
Micko [1] opisuje reakciu kapsaicinu s chloridom plati¢itym, ked po niekol-
kych hodindch sa objavi charakteristickd v6iia vanilinu, a reakciu s chloridom
#elezitym za vzniku zelenomodrého sfarbenia. Morbitz [2] pozoroval vznik
fialového sfarbenia, ktoré kapsaicin dava v prostredi koncentrovanej kyseliny
sirovej so sacharézou, a tvorbu zrazeniny s chloridom plati¢itym i jodoortutna-
tanom draselnym v prostredi alkoholu okysleného kyselinou solnou.

Podla Wasického a Kleina [3] pri reakecii kapsaicinu s paraformaldehy-
dom v prostredi koncentrovanej kyseliny sirovej vznika fialové sfarbenie.
Wales a Palkin [4] kopulovali kapsaicin s nitrobenzéndiazéniumchloridom.
Fodor [5] zistil, 7e kapsaicin redukuje roztok dusi¢nanu strieborného a v ace-
ténovom prostredi dava zelené sfarbenie s chloridom Zelezitym rovnako ako
s peroxydom olova a s koncentrovanou kyselinou octovou. Na kvantitativne
stanovenie pouzil reakciu s oxychloridom vanadiénym. Reakcia prebieha
v chloroforme, tetrachlérmetane, éteri a v aceténe za vzniku intenzivneho
modrého sfarbenia, priom moZno stanovit eSte 16,7y kapsaicinu v 1 ml.
Metéda presla mnohymi zmenami. Benedek [6] pouZiva namiesto oxy-
chloridu vanadiéného metavanadiénan aménny a kyselinu solni. V tejto
dprave mozno stanovit kapsaicin e§te v koncentricii 4,5y/ml. North [7]
vypracoval metédu na kvantitativne stanovenie kapsaicinu reakeciou s kyseli-
nou fosfomolybdénfosfovolframovou, pri ktorej vznikd modré sfarbenie. Po-
dobny postup volil aj Hippenmeier [8]. Ako ¢&inidlo pouzil vak len kyselinu
fosfomolybdénovi.

V poslednom dase Schulte a Kriiger [10] a nezdvisle Spanyar, Kevei
a Kiszel [9] vypracovali metédy zaloZené na kopuldcii kapsaicinu s kyselinou
p-diazobenzénsulfénovou. Priebeh reakcie je schematicky zndzorneny na
str. 591.

Ako prvy experimentalne ukézal Spanyar a spolupracovnici [9], stanovenie
s metavanadiénanom aménnym i s kyselinou fosfomolybdénovou, resp.
fosfomolybdénfosfovolfrdmovou nedava vidy spravne vysledky. Tieto ¢inidla
si malo Specifické a reaguji aj s radom inych, mierne redukujicich latok,
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napr. s kyselinou L-askorbovou. Kopulaéna reakecia s kyselinou p-diazobenzén-
sulfénovou je Specifickejsia. Postup stanovenia, ktory vypracoval Spanyar
a spolupracovnici, je viak zdlhavy a méze byt zdrojom mnohych chyb. Aby
mohla byt vypracované zjednoduSend metdda, bolo potrebné zistit optimalne
podmienky reakcie kapsaicinu s kyselinou p-diazobenzénsulfénovou.
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1. Kry$talicky kapsaicin sme ziskali metédou podla G4la [11]. PrekryStalovali sme ho
trikrat z petroléteru. Vzniknuty produkt mé bod topenia 65 °C. Na zaklade udajov
Newmanovych [12] moZno tito hodnotu pokladat -za dostatoéné kritérium &istoty
preparatu.

2. Priprava kyseliny p-diazobenzénsulfonovej. Uvedent kyselinu sme pripravili podla
predpisu Schulte—XKriigerovho [10], ktory sme séasti pozmenili. 1 g kyseliny sul-
fanilovej sa rozpusti v 5 ml 1 N lthu sodného, pridaji sa 4 ml 10 % roztoku dusitanu
sodného a zmes sa pomaly prikvapkéva do 2,4 ml kyseliny soInej chladenej ladom. Ne-
rozpustnd kyselina p-diazobenzénsulfénové sa odsaje, premyje 100 ml ladovej vody,
25 ml metanolu a 25 ml éteru.

Na stanovenie kapsaicinu sme pouZivali roztok kyseliny p-diazobenzénsulfénovej
v 0,1 ~ kyseline solnej (asi 0,08 g/l). Roztok musi ddvat negativnu reakeiu s kdliumjodid-
Skrobovym papierikom. Roztok &inidla sme Standardizovali tymto spésobom: K 10 ml
tlmivého roztoku podla Thieleho pre pH 11 sme pridali 10 ml 0,001 M roztoku fenolu,
5 ml 0,1 N lthu sodného a 5 ml ¢inidla. Po doplneni destilovanou vodou na 100 ml sme
merali extinkciu na Pulfrichovom fotometri za pouZitia filtrov S 42, S 45, S 47 a S §0
a na Hilgerovom spektrofotometri. Ziskané krivky st znézornené na diagrame 1. Tvar
kriviek je kritériom <&istoty prepardtu. Ak bol preparat spréavne pripraveny, modul
extinkcie, stanoveny s filtrom S 47, je asi 0,350, Na priebeh reakcie nemé vplyv, ak sa
tato hodnota pohybuje v rozmedzi 0,333—0,410. Zavislost modulu extinkecie od ml pri-
daného é&inidla je v sledovanom rozmedzi lineidrna, takZe moZno vypoéitat podet ml
dinidla, davajuci sfarbenie s modulom extinkeie 0,350. Tento sa moéZe pohybovat od 4
do 7. V kaZdom pripade je nevyhnutné pridédvat rovnaky podéet ml 0,1 N ldhu sodného.

Roztoky ¢inidla uchovavame v Iadni¢ke pri teplote 0 aZz +5 °C. Za tychto podmienok
st stéle dlha dobu. Pre stanovenie pipetujeme roztoky o teplote +5 °C.

3. Pouzivali sme Sérensenove tlmivé roztoky: glyecin—hydroxyd sodny, borat—kyseli-
na solné, borét—hydroxyd sodny [13] a Thieleho boratovy tlmivy roztok pre pH = 11
(970 ml 0,05 M-Na,CO,; a 30 ml 0,05 M béraxu) [14].
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4. Eatinkciu sme merali Pulfrichovym fotometrom. Pri stanoveni kapsaicinu sme
pouZivali filter S §0. Hodnoty uvedené v tabulkdch st priemerom piatich odéitani.
Stredné chyba priemeru sa pohybuje od 0,001 do 0,003.

Extinkéné krivky sme merali na Hilgero-

asook 0 vom spektrofotometri so Sirkou $trbiny 0,1

0400 i mm, éo odpoved4 spektralnemu intervalu prie-
merne 5 A.

0.300 N 5. pH tlmivych roztokov sme stanovili vo-

logm dikovou elektrédou s presnostou --0,02 pH.

?0'200 7] V reakénej zmesi sme pH merali sklenou elek-

trédou, ktorej kalibraéné krivka bola stanove-
né na zmesiach tlmivych roztokov a 10 9% roz-
toku chloridu sodného v tych pomeroch, aké
sa pouZili na stanovenia. Presnost stanoveni
bola +0,05 pH.

6. Koncentrdciu alkoholu v destildte sme zis-
tovali ponornym refraktometrom s hranolom
L 1. Presnost bola priemerne +0,18 g/l.

0:100

1 111

0,050
0.040

0.030

0,020 Vysledky a diskusia

1. Volba reakéného prostredia

I R B B R 1 Pri volbe rozpustadla pre kapsaicin bolo
410 450 490 30 ’ o , .

—~mg potrebné brat do ivahy podmienky stano-
Diagram 1. Logaritmickd extink&na venia v koreninovej paprike, kde je ne-
krivka produktu reakcie kyseliny vyhnutné oddelit kapsaicin od karoteno-

e ; : : = R L : 0
P dl&ZObenziﬁégﬁr}gl‘;g{i U8 o idnych farbiv. Benedek [6] extrahuje
na tsetke nanesené vinové dizky vmu  kapsaicin aceténom, zktorého farbivé od-
na poradnici nanesené logaritmy mo-  deli trepanim s kerozénom. Spanyar [9]
dulov extinkcie ., P
krivka a ziskand Hilgerovym spektro- extrahuje éterom, extrakt po oddestilo-

fotometrom vani éteru rozpusti v alkohole, zriedi
krivka b ziskana Pulfrichovym: foto- ,e P y ., ,
kolorimetrom 10 9 roztokom NaCl a farbivd oddeli

vytrepanim do petroléteru.

Zistili sme, Ze pre nerozpustnost farbiva, vznikajiceho reakciou kapsaicinu
s kyselinou p-diazobenzénsulfénovou v organickych rozpastadlach nemiesaja-
cich sa s vodou, kapsaicin mozno kvantitativne vytrepat do vodnej vrstvy.

Pre pokusy sme pouZili petrolétericky roztok o komncentracii kapsaicinu
18 y/ml. 25 ml tohto roztoku sme vytrepali 15 ml tlmivého roztoku -+ 5 ml
¢inidla. Vodna vrstvu sme vypustili do 25 ml odmernej banky a po doplneni
sme zmerali extinkciu. V tab. 1 st uvedené extinkéné koeficienty a hodnoty
pH tlmivych roztokov, ktorymi sa vytrepavalo. Pismeno B znaéi boratovy,
G glycinovy tlmivy roztok podla Sérensena.

Ako z tab. 1 vidiet, extinkéné koeficienty pri pouziti boratovych tlmivych
roztokov st znadne vysSie neZ za pouzitia tlmivych roztokov glycinovych.
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Tabulka 1

Dru}T tlmivého pH a.10°

roztoku
B 8,44 1,15
B 9,01 2,18
B 9,53 2,86
B o 10,47 2,90
(& 9,02 0,00
Q 10,70 0,17
G 12,28 0,40
G 12,35 0,70

Pokusy ukdzali, Ze vytrepavanie kapsaicinu z organického rozpustadla do
alkalického tlmivého roztoku je moZné iba v &istych systémoch. Pri pracach
s extraktmi koreninovej papriky vznikaji velmi stdle emulzie. Pre dalSiu
pricu sme pouzili alkoholické roztoky kapsaicinu, kde oddelenie farbiv vytre-
panim do petroléteru nerobi tazkosti.

2. Vplyv koncentrdcie alkoholu

Pre pokusy sme pouzili roztok kapsaicinu v 99,7 vah. 9, etylalkohole o kon-
centracii 51,74 y/ml kapsaicinu (ma,ximé.ll;la chyba 40,07 %). K 25 ml tohto
zakladného roztoku sme pridavali rozliéné tlmivé roztoky, po pridani 5 ml
¢inidla sme doplnili na 50 ml destilovanou vodou a merali extinkeiu.

Hodnoty extinkénych koeficientov st znaéne niZsie v porovnani s hodnota-
mi v tab. 1 (¢.10% = 0,05—0,155 pre boratové tlmivé roztoky; pre glycinové
tlmivé roztoky pH 8,34 a 9,02, a.10%2 = 0,00). Preto sme v daliom sledovali
vplyv koncentracie alkoholu. Ziskané vysledky uvadzame v tab. 2.

Tabulka 2

10 ml roztoku kapsaicinu
10 ml B o pH 10,47 doplnené do ml 50 100 200
4 ml &inidla

a ‘ 0,66 1,09 l 1,86
|

|

Ako vidiet z hodnét v tab. 2, extinkdny koeficient vzrastd s klesajiicou
koncentraciou alkoholu. Preto sme v dalich pokusoch pristipili k odstraneniu
alkoholu z reakénej zmesi destilaciou.
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3. Vplyv rozlicnych podmienok destildcie

Destilovali sme z 50 ml baniek spojenych s 30 em chladiémi. Destildt sme
zachytavali do 50 ml odmernych valcov. Po vydestilovani uréitého, pri kazdom
pokuse uvedeného mnozstva destilatu bola banka so zvyskom rychlo uzatvo-
rena a ochladend na laboratérnu teplotu. Najprv sme skiSali destildciu z neu-
tralneho a alkalického prostredia. K 10 ml alkoholického roztoku kapsaicinu
sme do destila¢nej banky pridali 15 ml 10 ¢ roztoku NaCl. 10 ml tlmivého
roztoku sme v prvom pripade pridali k zvy$ku, v druhom pripade e$te pred
destildciou. Ziskané vysledky pre boritovy tlmivy roztok o pH 10,47 sti uve-
dené v tab. 3. Koncentracia alkcholu vo zvySku bola vypoditand zo znamej

Tabulka 3

Sposob destilacie a.10? ' ml destilapu | Alkohol g‘/f zvysku pH
| | |
) 2,28 . 19 4,6 l 9,95
z neutralneho | i
: 2,08 . 19 4,8 | 9,95
prostredia f 1
2,33 | 19 4,5 3 9,90
. 1 b
, 3,34 1 19 4,4 L 9,90
z alkalického |
orodi 3,34 | 19 4,5 | 9,92
rositredla
B 3,30 S T 4,5 ! 9,90
| i

koncentricie pridivaného roztoku kapsaicinu a zo stanovenej koncentracie
alkoholu v destilate. ZvySok po vyvolani farebnej reakcie sme doplnili na
50 ml a extinkeciu sme zmerali s filtrom S 50 a pH sklenou elektrédou.

Ako vidiet z tab. 3, destilaciu treba uskutoéiiovat z alkalického prostredia
— extinkéné koeficienty su vyssie a lepSie reprodukovatelné.

Skusali sme tri spdsoby destilicie: destilaciu za zniZeného tlaku s celkom
uzatvorenou aparatirou, destilaciu za zniZeného tlaku s kapilarou zasahujicou
do destiladnej banky a destildciu za normalneho tlaku v atmosfére dusika.
Prvy sposob daval dobré vysledky. Nevyhodou bol nepravidelny var, takize
kvapalina z banky mohla niekedy vystreknit az do chladida a tak pokazit
stanovenie. Druhy spdsob sa vébec neosveddil. Vysledky boli nizsie az o 30 9,
¢o mozno priditat oxydacii kapsaicinu.

Najlepsie vysledky sme dosiahli destildciou v dusikovej atmosfére, ktori
sme pouZivali pri vSetkych dal$ich stanoveniach.

4. Vplyv pH

Na zistenie vplyvu pH sme pouZili boratové tlmivé roztoky podla Sorensena
v rozmedzi pH 9,10—12,09. Destildciu sme uskutodiiovali z alkalického pro-
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stredia v dusikovej atmosfére. Ziskané vysledky zachycuje tab. 4. Extinkény
koeficient si zachovdva priblizne kon§tantni hodnotu v rozmedzi pH 10,68 aZ
11,70.

Tabulka 4
| pH tlr;l(i);;(l'elho roz.- .10 ml destilatu Alkohol g/(l) zvysku pH
| /!
9,10 2,564 21,0 4,1 8,95
10,24 2,88 20,5 4,0 9,75
10,68 2,96 21,0 3,4 9,95
; 10,75 3,20 20,0 4,4 10,03
’ 11,70 3,20 21,0 3,5 10,45
12,09 1,73 21,0 3,4 10,95
" 1

3. Vplyv rozliényjch podmienok vyvolania farebnej reakcie, mnofstve pridaného
éinidla a dascvé zmeny extinkéného koeficienta

Postupovali sme rovnako ako pri predchadzajicich pokusoch. Po vydestilo-
vani asi 20—22 ml destilatu sme destilaciu prerusili, zvySok v uzavretej banke
sme ochladili, pridali &inidlo v potrebnom mnoZstve (pozri experimentalnu
¢ast, odsek 2) a banku sme opét uzavreli. Po uplynuti ,,doby vyfarbovania®,
ktortt sme menili od 15 do 60 minit, obsah banky sme preliali do 50 ml od-
mernej banky. Extinkciu sme merali 10 minit po doplneni a po niekolkych
hodinach. Vysledky st uvedené v tab. 5. Optimalnou dobou vyfarbovania
je 15 mindt. S ¢asom extinkcia klesd; najrychlejsie pri pouziti tlmivého roz-
toku o pH 11,67 — kazdd hodinu asi o 1,76 9, p6vodnej hodnoty Najmensi
pokles sme pozorovali v tlmivych roztokoch Thieleho, a to 0,36 %, pdévodnej
hodnoty za jednu hodinu. _

Hoci tlmivy roztok o pH 11,67 dava vySSie hodnoty, na stanovenie kalib-
racénej priamky sme pouzili tlmivé roztoky podla Thieleho. Pri ich pouziti sa
neprejavuje vplyv vyfarbovania medzi 15—30 minttami a éasové zmeny
extinkcie si velmi malé. Okrem toho sa prlpravu]u jednoduchsie ako tlmivé
roztoky podla Sérensena.

V dalsich pokusoch sme volili dobu vyfarbovania 15 mindt a extinkeciu sme
merali 10 mintt po doplneni.

Udaje charakterizujice vplyv mnoZstva pridaného ¢inidla uvadzame
v tab. 6. V prvom stipci st moduly extinkcie s fenolom, sliZiace na Standardi-
zaciu Ginidla, ako sme to uviedli v experimentalnej Gasti, odsek 2. V druhom
stipci st uvedené extinkéné koeficienty po reakeii s kapsaicinom, zmerané pri
dodrziavani vyssie uvedenych podmienok. Pouzili sme tri rozliéné roztoky
¢inidiel.
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Tabulka 5

5 . Alkohol Doba vy- ”
?g;l&ﬁllllnslfgo ml destildtu| vo zvysku | farbovania a.10? @.10% vhgzse ?
g/l min. :

borét podla 22,5 3,2 15 3,12 2,90 4
Sérensena 22,0 3.4 30 2,92 2,81 2
pH = 11,67 21,0 4,0 60 3,02 2,81 5
boréat podla 22,0 3,5 15 2,92 2,87 4
Soérensena 21,0 3,7 30 2,74 2,76 2
pH = 10,72 22,0 3,3 60 2,44 2,41 5
borat podla 21,5 3.5 15 2,78 2,74 4
Thieleho 22,5 3.2 30 2,78 2,74 2
pH = 10,98 21,5 3,9 60 2,44 2,41 5
borat podla 20,5 4.0 15 2,72 2,68 4
Thieleho 20,5 4,2 30 2,74 2,74

pH = 10,95 19,5 4,4 60 2,50 2,50 5

Tabulka 6

I

I
v prostredi 10_4 at fenolu ! 0,250 ' 0,333 ' 0,354 \ 0,360 l 0,388 } 0,411
{

‘ a.10?
I

2,68 l 3,02 . 3,03 I 2,98 ‘ 3,02 ' 3,04

Extinkéné koeficienty sit dobre reprodukovatelné a konstantné v roz-
medzi modulov extinkecie s fenolom od 0,333 do 0,411.

6. Overenie platnosti Lambert—Beerovho zikona — zostrojenie kalibraénej
priamky

Na zdklade vysledkov predchadzajicich pokusov sme zvolili tento Stan-
dardny postup: K 10 ml alkoholického roztoku kapsaicinu (pouzity alkohol
o koncentricii 99,7 vah. %)) sme pridali 15 ml 10 ¢ roztoku NaCl a 10 ml
boratového tlmivého roztoku podla Thieleho. Po oddestilovani 20—22 ml sme
zvySok v uzatvorenej banke ochladili vodou a pridali potrebné mnoZstvo
¢inidla. Po 15 minttach sme obsah banky preliali do 50 ml odmernej banky,
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doplnili po znaéku a po 10 minttach sme merali extinkeciu proti destilovane;j
vode.

Pouzili sme §tandardny roztok kapsaicinu obsahujuci 32,0 y/ml kapsaicinu
(navizené s chybou maximalne +0,28 9%). Ziskané vysledky st uvedené
v tab. 7 a graficky zndzornené na diagrame 2. Rovnica kalibra¢nej priamky je

m = 0,03058 ¢ — 0,0039

Tabulka 7

Koncentracia kap- .
saicinu ¢ p/ml 6,40 5,76 5,12 l 4,48 3,84 3,20 2,56 1,92
m | 0,192 i 0,175 | 0,153 | 0,128 | 0,114 | 0,092 | 0,076 | 0,056

Pravdepodobnej chybe v extinkeii (vypoditanej z priemernej odchylky od
regresnej priamky) rovnej 4-0,0033 odpoveda chyba v koncentracii 4-0,0033/
/0,3058 = 40,108 y/ml, t. j. 42,60 9, pre stred sledovaného intervalu kon-
centracii (4,16 y/ml).

0,200~

0,100

1 i ] | 1 1 |

6

— Ymf

Diagram 2. Kalibra¢na krivka pre stanovenie koncentricie kapsaicinu.
na usecke nanesené koncentracia kapsaicinu v y/ml

na poradnici modul extinkcie zmerany Pulfrichovym fotokolorimetrom
s filtrom S 50

7. Zaver

Pre porovnanie citlivosti stanovenia kapsaicinu za podmienok uvedenych
v predchadzajicom odseku s citlivostou reakcie s kyselinou p-diazobenzén-
sulfénovou podla Spanyara [9] a reakcie s metavanadiénanom aménnym
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a kyselinou solnou podla Benedeka [8] pouZili sme tzv. charakteristicki kon-
centrdciv [15], t. j. koncentriciu udand v y/ml, pri ktorej modul extinkcie
roztoku je 1. Reakcia s metavanadi¢nanom aménnym a kyselinou solnou je
mélo citlivd v porovnani s reakciou s kyselinou p-diazobenzénsulfénovou. Jej
charakteristickd koncentricia je 87 y/ml. Charakteristickéd koncentricia pre
reakciu s kyselinou p-diazoben-
zénsulfénovou podla Spanyara
je 5,0 y/ml, podla nas 3,45 y/ml.
Stanovenie kapsaicinu za podmie-
nok uvedenych v odseku 6 posky-
- tuje presnejsie vysledky. Podla
Spanyara stanovenie 5y/ml kapsai-
cinu je zataZené chybou 410 9%,
v naSom pripade asi +2,2 9.

bgm F T T T T T

f

0,500
0. 400

=

|

0,300

0.200

Pre objasnenie mechanizmu
tdinku bordtovych tlmivych roz-
tokov sme sledovali priebeh reak-

0100

L1t

%0 cie kyseliny ‘p-diazobenzénsulfé-
S 7 novej s fenolom, pyrokatechinom,
o0 . rezorcinom, hydrochinénom, gva-
e i jakolom a vanilinom postupom
ako pri Standardizécii roztokov

@ ¢inidla (experimentdlna ¢ast, od-

1 ! I | L sek 2), s tym rozdielom, Ze ok-

41,0 @ wa & ﬂm& rem Thieleho tlmivého roztoku
Diagram 3. Logaritmické extinkéné krivky far- PTe pH = 11 sme pouzili aj So-

biv vzniknutych reakciou kyseliny p-diazoben- pengenov glycinovy tlmivy roztok
zénsulfénovej s kapsaicinom (krivka a), gvaja- R
kolom (krivka b), rezorcinom (krivka ¢) a s fe- © rovnakom pH. Po vykonani

nolom (krivka d). Merané na Hilgerovom spek- pegkeie sme extinkdné krivky jed-

trofotometri tlivich tok 1 Hil
na tsetke nanesené vinové dizky v mu Loyl YOZUOKOY IETs X i .
na poradnici logaritmy modulov extinkecie gerovom spektrofotometri. Pyro-

sammeniicia kap S&féﬂ‘ﬂgﬁi} 107 o, ostatnyeh  patechin a hydrochinén podlie-
) haji v alkalickom prostredi oxy-
décii a s kyselinou p-diazobenzénsulfénovou nereaguji. Rovnako za tychto
podmienok nereaguje ani vanilin. Fenol, rezorcin a gvajakol reaguji rovnako
v glycinovom, ako aj v bordtovom tlmivom roztoku za vzniku zltého sfarbenia.
Logaritmické extinkéné krivky produktu reakcie kyseliny p-diazobenzénsul-
fénovej s fenolom, rezorcinom, gvajakolom a kapsaicinom znazoriiuje dia-
gram 3.
V pripade fenolu a gvajakolu kopuldcia prebieha v p-polohe k fenolickému
hydroxylu. Pri kapsaicine je tidto poloha obsadend a kopulacia prebieha
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v o-polohe. Vznikd chelatotvorné zoskupenie [16]. V pritomnosti bordtu sa
tvori cheldt, &o sa prejavi batochrémnym efektom. Toto vysvetlenie mecha-
nizmu uéinku boritovych tlmivych roztokov potvrdzuje aj skutoénost, Ze
farbivo vzniknuté kopuldciou kyseliny p-diazobenzénsulfénovej s kapsaicinom
mé acidobédzické vlastnosti (farebny prechod Zltd —- dervend pri pH 7—9).
Batochrémny efekt vznikd aj za pritomnosti iénov Pb?+, pridom sfarbenie je
titrovatelné komplexonom. Tieto otdzky budd predmetom dalSej prace.

Clistotu kapsaicinu prekontroloval in. J. Beichit.

Sthrn

Sledovali sa podmienky kopuldcie kyseliny p-diazobenzénsulfénovej
s kapsaicinom. Kyselina p-diazobenzénsulfénovi sa pouzivala v 0,1 N roztoku
HCl, Standardizovanom extinkciou roztoku farbiva vzniknutého kopula-
ciou s fenolom. Pri stanoveni kapsaicinu v boratovych tlmivych roztokoch su
extinkéné koeficienty podstatne vyssie nez v glyeinovych tlmivych roztokoch
o rovnakom pH. Pritomnost alkoholu zniZuje citlivost reakecie, preto bol
z prostredia odstrafiovany destildciou v atmosfére dusika. Hodnota extinkéné-
ho koeficienta je priblizne konstantnd v rozmedzi hodnét pH 10,68—11,70,
realizovanych bordtovymi tlmivymi roztokmi. Pre presnd reprodukovatelnost
podmienok sa v dalSom pouZival bordtovy tlmivy roztok Thieleho o pH = 11,0.
Rovnica kalibraé¢nej priamky je

m = 0,03058 ¢ — 0,0039

Pravdepodobna chyba v koncentracii je 40,108 y/ml, t. j. +2,60 % pre
stred sledovaného intervalu (4,16 y/ml). Charakteristickd koncentricia je
3,45 y/ml.

ONPENEJIEHME KAICAWITITHA (1)
PEARIIS KAICAULOWHA C n-JIMA3OBEH3EHCYILOOHOBOH
KUCJIOTORN

BJIIAOUMNP 3IITRO

O ieqienne 1aiys/108 1 ouoxuMun XuMuyeckoro uHetutyTa CiroBauoii Axagemun Hayxk
B Bparucmase

BorBojnt

Brimr meciie;l0Bagpl YeJI0BUs KOOYJISANUHE N-j(Ha300cH3eHCYb(POHOBOH KHCNOTH ¢ Kam-
cauptHoM. 1I-nnasoGensencynnfonoBas kuemora Onita npumMeHeHa B 0,1 ® pacTBope
COJIAHOI KUCJIOTLI, KOTOPHIT ObIJI CTAaHAAPTH3MPOBAH OKCTHHKIIEH pacTBOpa KpacKH, IIO-
JyvyeHHOI Konyunsimueil ¢ deHosioM. ITpu onpepeneHuM KancauuuHa B GopaTHEIX OydepHbIX
pacTBOpaX SKCTHHKYHLIC KOIUIMCHTH! OBIBAIOT 3HAYUTEJBPHO BLIIIE, YeM B TJIHIMHOBBIX
OyQepubix pacTBopax IpH oOjuHaroBoM 3Havesuy pPH. IlpucyrcrBMe CHEPTa HOHMMKAET
UYBCTBHTENLHOCTL PCAKIMMH, MODTOMY IOCJCAHMI OLITT OTCTpAaHEH M3 Cpeinl AeCTHIAIUe
B atMoc(epe a30Ta. 3HAUCHHE KOI(HIMEHTA SKCTHHKIMU SIBJISCTCS MPUOITU3HTENLHO IOCTO-
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AHHEBIM B rpaHunax sHauesma pH 10,68—11,70, peanmusoBaHHBIX GopaTHLIME OyQepHLIMI
pacTBopaMu. [las TOYHOH DPeNpOJyKOBATENHHOCTH YCJOBHII ObII B JajbHEMIleM NpPAMEHCH
oydepreiii pacrBop Tueme o 3mavenwu pH 11,0. YpaBHeHue KpuBoil KaJuHOpalMil PaBHO

M = 0,03058 ¢ — 0,0039

BeposaTtHa omuOka B KoHIeHTpanuu paBHaerca 40,108 y/mu, T. e. 42,60 9%, nuasa cpeu-
Hero McCJejJ0BaHHOTO MiTepBana (4,16 y/mm). XapakrepucTuueckas KOHIEHTPALAS PaBHA
3,45 y/min.

IMocTynnyo B pegakumio 2. 2. 1957 r.

BESTIMMUNG VON KAPSAICIN (I)
REAKTION DES KAPSAICINS MIT p-DIAZOBENZOLSULFONSAURE

VLADIMIR ZITKO

Abteilung Glycide und Biochemie des Chemischen Instituts an der Slowakischen Akademie
der Wissenschaften in Bratislava

Zusammenfassung

Es wurden die Bedingungen der Kopulation von p-Diazobenzolsulfonsdure mit Kap-
saicin beobachtet. Die p-Diazobenzolsulfonsdure wurde in 0,1 ¥ Salzsiure-Losung ver-
wendet, die durch Extinktion der Lésung des durch Kopulation mit Phenol entstandenen
Farbstoffs standardisiert wurde. Bei der Bestimmung des Kapsaicins in Borat-Puffer-
l6sungen liegen die Extinktionskoeffizienten wesentlich hoher, als in Glycin-Pufferlésun-
gen vom gleichen pH-Wert. Die Anwesenheit von Alkohol setzt die Empfindlichkeit der
Reaktion herab, deshalb wurde er aus dem Medium durch Destillation in einer Stick-
stoffatmosphiéire beseitigt. Der Wert des Extinktionskoeffizienten ist im Bereich von pH
10,68—11,70 annidhernd konstant, wobei diese Werte durch Borat-Pufferlosungen reali-
siert werden. Zur genauen Reproduzierbarkeit der Bedingungen wurde im weiteren eine
Borat-Pufferlésung nach Thiele mit pH 11,0 verwendet. Die Gleichung der Eich-
geraden ist

m = 0,03058 ¢ — 0,0039

Der wahrscheinliche Fehler in der Konzentration betrigt --0,108 y/ml, d. i. +2,60 9,
fiir die Mitte des beobachteten Intervalls (4,16 y/ml). Die charakteristische Konzentration
ist 3,45 y/ml.

In die Redaktion eingelangt den 2. 2. 1957
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