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BIOCHEMIA VYROBY KORENINOVEJ PAPRIKY (III)
FENOLICKE LATKY

V. ZITKO, Z. DURIGOVA

Chemicky tstav Slovenskej akadémie vied v Bratislave
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V praci sme sa zaoberali vyskytom fenolickych latok v koreninovej paprike.
Hoci je ich vyskyt v rastlinach pomerne dobre znamy, koreninovej paprike sa
v tomto smere dosial nevenovala pozornost. Kapsaicin, spésobujtci palivii
chut plodov ostrych sort koreninovej papriky, zrejme vznikd v plode v ramei
metabolizmu fenolickych latok. Mozno preto predpokladat rozdiel v zloZeni
fenolickych latok plodov sladkych a ostrych sort. V literatire sme nenasli
préace, ktoré by v koreninovej paprike sledovali obsah inych fenolickych latok
ako kapsaicinu. Preto sme vykonali kvalitativnu chromatograficki analyzu
fenolickych latok v plodoch niektorych sort koreninovej papriky.

Okrem toho sme hladali vhodnd rozpustadlovd ststavu pre papierovii
chromatografiu kapsaicinu, ktord by umoznila jednak kvalitativne stanovenie
kapsaicinu v extraktoch koreninovej papriky, t. j. v ktorej by sa kapsaicin
dobre oddeloval od karotenoidnych farbiv, jednak analyzu éistoty kapsaicino-
vych preparatov.

Vyskytu a metodike sledovania fenolickych latok v rastlindch je v literatire
venovany velky poéet prac [1—6].. Hoci chromatograﬁa na kolénkach sa uz
pouziva pri viacerych metédach stanovenia, prip. izolacie kapsaicinu [7—11],
o papierovej chromatografii kapsaicinu sme nasli v literatire iba dve struéné
zmienky [12, 13]. V jednom pripade sa pouZiva na vyvijanie chromatogramov
benzén nasyteny metanolom, v druhom pripade zmes roztokov uhli¢itanu
a hydroxydu sodného. Originily uvedenych prac su vSak nepristupné, preto
sme vypracovali vlastny postup papierovej chromatografie kapsaicinu.

Experimentalna ¢ast

Rastlinny materidl a priprava extraktov

Pouzili sme plody sorty Madarskd ostrda (MO), a to jednak nezrelé — zelené, jednak
zrelé — d&ervené. Sladké sorty reprezentovali Agrondémka (A) a hrubostennd Zitavské
krajové Fekete (TZK-F), v oboch pripadoch §lo o zrelé ¢ervené plody. Cerstvé plody sme
rozdelili na oplodie, stopky a semend. Extrakeiu sme robili horiucim 80 9, metanolom.
Pri oplodi a stopkach sme vychadzali z mnoZstva 200 g, ktoré sme rozdrvili v turmixe
s hortdcim metanolom (200 ml) na ka$u. Tuto kaSu sme Styrikrat extrahovali 200 ml
déavkami metanolu. Semend na extrakciu sme rozotreli v’ trecej miske s morskym pies-
kom. Z metanolovych extraktov sme pretrepidvanim s extrakénym benzinom oddelili
karotenoidné farbiva. Extrakty sme zahustili za vakua na objem 50 ml a dalej sledovali
papierovou chromatografiou.
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Okrem toho sme sledovali obsah fenolickych létok v suchych stopkach. Suché stopky
sme odobrali z prevadzkového odpadu, a preto neboli sortove definované. Extrakt z rozo-
mletych stopiek sa pripravil tymto postupom [17]: 50 g rozomletych stopiek sme najskor
extrahovali éterom 8 hodin v Soxhletovom pristroji. ZvySok sme extrahovali 5 krat
200 ml ddvkami vody. Ziskany vodny extrakt sa zahustil na 100 ml, neéistoty sa vyzré-
%ali metanolom v pomere 4 diely metanolu : 1 dielu extraktu. Metanol sa za védkua od-
destiloval, vodny zvyS$gk sa pouZil na chromatografické sledovanie.

Kapsaicin sme izolovali metédou G. Schenka [10].

Chromatografickd technika

Na chromatografiu opisanym spdsobom pripravenych extraktov sme pouZivali papier
Schleicher—Schiill 2043A, pri chromatografii extraktov kapsaicinu sa ndém lepSie osvedéil
chromatograficky papier Whatman 3. Chromatografiu sme robili vzostupnou technikou
vo valcovych nddobéch. PouZili sme tieto rozpustadlové ststavy:

S 1: n-butanol — kyselina octovd — voda 4 :1: 5 [1, S 43a]

S 2: n-butanol — kyselina octovéd — voda 4 :1: 2,2 [2, str. 275]

S 3: n-butanol nasyteny 5 N amoniakom [1, S 67]

S 4: benzén — n-butanol — voda 19 :1:20 [1, S 113]

S 5: petroléter — pyridin — voda 10:2:10

S 6: n-butanol — kyselina octovd — voda 4 : 1 : 5 vodnéa vrstva [2, str. 267]

S 7: kyselina octové — kyselina solnd — voda 30 : 3 : 10 [19]

S 8: amylalkohol — kyselina octovd — voda 4 :1:5 [1, S 88]

S 9: octan etylnaty — 2 ¥ kyselina solné 1: 1 [2, str. 267]

S 10: petroléter nasyteny vodou, papier impregnovany bordtovym tlmivym roztokom

o pH = 11,0 [1, S 108]

S 11: petroléter — 85 9 etanol 100 : 25

Ststavu S 1 sme pouZili pri deleni fenolickych latok. VSetky uvedené sustavy sme
pouZili pri $tadiu chromatografického chovania kapsaicinu.

Pouzili sme tieto sposoby detekeie: l

D 1: fluorescencia v ultrafialovom svetle (vybojka Philora HPW 125) [1, 2, 4—86]"

D 2: fluorescencia v ultrafialovom svetle v parach amoniaku [1, 2, 4—6]

D 3: 1 9 dusitan sodny v 10 9, metanolickej kyseline octovej [4]

D 4: D 3 s nasledovnym postrekom 0,5 X hydroxydom draselnym [4]

D 5: diazotovany benzidin podla Wachtmeistera [1, D 76 b]

D 6: diazotovany p-nitroanilin [1, D 74 b]

D 7: diazotovany 2,4-dichléranilin, pripraveny ako D 6

D 8: diazotovana kyselina sulfanilova [14]

D 9: 1 9 metanolicky chlorid hlinity [1, D 83]

Na detekciu fenolickych latok sme pouZili dinidla D 1—D 4 a D 9. D 1 a detekéné
¢inidld D 5—D 8 sme skusali pri hladani najvyhodnejSieho sp6sobu detekcie kapsaicinu.
Za najvyhodnejsie ¢inidlo pre detekeiu kapsaicinu pokladdme D 5.

Ako pomocny extrakt pre identifikdciu kyseliny chlorogénovej sme pouZili extrakt
zo zelenej kidvy. Rozomletd kdvu sme extrahovali metanolom. ZvysSok po oddestilovani
metanolu za vakua sme rozpustili v malom objeme vody. Tento roztok sme nandSali na
chromatogramy. Charakteristiky ziskanych Skvin st uvedené v tab. 1.

Pri identifikacii sme pouZili ako $tandard i kyselinu ferulovi, ktord sme pripravili po-
stupom podla K. Herrmanna [5]. Charakteristiky §kvrny kyseliny ferulovej st uvedené
v tab. 1.



Tabulka 1

Prehlad zistenych 3kvin a udajov literatury

Cislo R Dotekeia Abs. maximum 5 . 5
e F(S1) b1 D2 D3 bs | D15 P15+ v etanole my Vyskyt v extrakte Identifikécia
+Dl1
Skupina hydroxy8koricovych kyselin
1 0,80 — — — . — | ZH 1,3,4,F1, AL 3
2 0,70 M| z ZH ¢ — M 218 273 325 1—6, F1, 2, Al—3, S chlorogénové kyselina
3 0,60 MZ 77 ZH ¢ — M 220 320 1—6, F1—3, A1—3, S | chlorogénové kyselina
4 0,51 7z | ZH ¢ — M 210 295 328 S
5 0,21 — | zH _-C— — M 205 215 279 323 | 1—4,Fl, 2, Al, S
6 0,10 7z | ZH ¢ _ M 260 335 1,6 Al, S
Skupina flavonoidnych derivatov
7 0,49 H Z — — 77 VA4 3,4,6,F,3AlL3
8 0,39 — | ZH — — — 7z Fl1, A3
9 0,18 H s = — — | Zm 214 265 6 S ’
10 0,13 MS | ZH — — — ZH | 214 245 265 S
Ostatné nezatriedené latky
11 0,40 — | Mz | — — S M 2—4,F1—3, Al, 2
12 0,31 77 iz — — | Mz 3,6,F1—3, A, 23

M
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Pokradovanie tab. 1

Extrakt zo zelenej kavy
1 0,87 Z
2 0,77 M M CH CH — M kavova kyselina
3 0,60 M Z ZH ¢ — M chlorogénové kyselina
Syntetickda ferulovéa kyselina
0,89 M M ZH | ZH | — — 219 236 297 320 ferulové kyselina [5]
) Hodnoty uddvané literattarou
0,88 M ZH 7ZH 218 233,5 296 323 ferulové kyselina,
0,82 M M | ¢H | CH 244, 299, 326 kavové kyselina [5]
0,80 M 7z | ZH ¢ 323 izochlorogénové k. [5]
0,66 M Z ZH & 323 chlorogénovi k. [5]
0,62 M Z ZH ¢ nechlorogénové k. [5]
0,54 7 . Z 7z myricetin [2]
0,50 H Z Z xantoramm’n.[2]
0,40 Z BZ hesperidin [2]
0,21 BZ Z Z 1 gosypetin [2]
Poznamky Lk tabulke 1. Znadenie extraktov:
Znadenie farebnych reakeii: oplodie - semena stopky
M = modrs Z = zelend 7 = 3lté Mo Zrelé plody 1 2 3
H = hneda C = tervend S = siva nezrelé plody 4 5 6
B = bledo- A Al A2 A3
. TZK-F Fl1 F2 r3

Suché stopky S

(III) &yruded [oAoutualoy AqOIAA BIUIPYOOIE
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Vsetky v tab. 1 uvddzané hodnoty Ry vztahujeme na Rp fluoroglucinu. Detckeiu
fluoroglucinu sme robili éinidlom D 2. Za tychto podmienok fluoroglucin vykazuje inten-
zivne modru fluorescenciu.

Elucia $kvin z papiera sa robila za tepla vsidkove 95 9, etanolom Merck ,,pre UV
spektroskopiu‘‘. UV absorpéné spektrd sme merali spektrofotometrom UVISPEC Hilger.

Diskusia

1. Analyza fenolickych litok

Na zdklade ziskanych vysledkov mozZno pouZitou metédou stanovené feno-
lické latky v plodoch koreninovej papriky rozdelit na hydroxyskoricové
kyseliny a flavonoidy. Na niektorych chromatogramoch boli pomerne mélo
intenzivne S8kvrny dal8ich dvoch latok, ktoré sa nepodarilo blizsie zatriedit
(tab. 1, 8kvrny 11 a 12). Plody sorty Madarskd ostrd obsahuju i kapsaiein,
ktory sa vSak v dosledku velmi malej koncentricie na chromatogramoch ne-
objavil.

Skupinu hydroxyskoricovych kyselin reprezentuje najmi kyselina chloro-
génova (Skvrny 2 a 3 — pravdepodobne izoméry chlorogénovej kyseliny).
Skvrna 4 déva detekéné reakcie .charakteristické pre chlorogénovi kyselinu,
hodnota Rp sa vSak viac 1i8i od hodnét uvadzanych v literatire. To isté plati
i pre 8kvrny 5 a 6, kde v8ak rozdiel v hodnotach Ry je uz velmi podstatny.
Také nizke hodnoty sa v literatire neuvadzaji ani pre jednu zo znidmych
hydroxyskoricovych kyselin. V tomto pripade vSak ide skutoéne o litky
daného typu, ako o tom svedéia detekéné reakeie i maximum absorpcie pri
323, resp. 335 mu. Je mozné, Ze ide o produkty enzymatickej oxydacie chloro-
génovej kyseliny. C. Weurman a T. Swain [15] pozorovali pri enzymatickej
oxydacii chlorogénovej kyseliny objavenie sa 3 novych $kvfn s hodnotami Rp
v rozmedzi 0,02—0,20. Podobne i v pripade 8kvrny 1 moézZe ist o produkt
enzymaticke] oxydacie. Vyskyt podobnej Skvrny opisuju H. Tanner a H.
Rentschler v pripade enzymatickej oxydacie kyseliny kavovej [16].

V skupine flavonoidnych latok sa na zaklade ziskaného materidlu nepodarilo
urobit blizsiu identifikdciu. Pre orientaciu, o aké latky by mohlo ist, uvddzame
v tab. 1 ddaje literatiry o flavonoidnych latkach s blizkymi hodnotami Ep
a podobnymi detekénymi reakciami.

Ako vidno z tab. 1, medzi sladkymi a ostrymi sortami koreninovej papriky
niet podstatného rozdielu v obsahu fenolickych latok stanovenych pouzitou
metédou.

2. Papierovd chromatografia kapsaicinu

V tab. 2 st uvedené hodnoty Rr kapsaicinu pre niektoré rozpustadlové
sustavy. Vo vidsine beZnych rozpustadlovych sustav sa kapsaicin pohybuje
takmer s ¢elom rozptstadla. Tieto ststavy nie si vhodné na oddelenie kapsai-
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<inu od karotenoidnych farbiv, ktoré sa tiez pohybuju s ¢elom rozpustadla.
Sustava S 5 predstavuje druhy extrém. V tejto ststave sa sice kapsaicin
a karotenoidné farbiva delia, nizka hodnota Rp kapsaicinu vSak pésobi ne-
priaznivo pri jeho kvalitativnom, prip. kvantitativnom stanoveni. V sistave
S 10 je tieZ moZné oddelenie kapsaicinu a karotenoidnych farbiv, Skvrny
kapsaicinu st vSak velmi predlzené. Dobré vysledky sme dosiahli ststavou
S 11, v ktorej sa vyrovnavaji poldrne vlastnosti kapsaicinu, vyvolavané jeho
fenolickou skupinou a nepolidrnymi vlastnostami dlhého alifatického retazca.
V ststave S 11 karotenoidné farbiva putuja sdasti s ¢elom, séasti sa nachadzaji
v hornej $tvrtine chromatogramu. Pritomnost vody v rozpustadlovej ststave
(85 9, etanol) je dolezita, pretoze pri menSom obsahu vody kapsaicin putuje
s ¢elom rozpustadla. '

Tabulka 2

Rp kapsaicinu v niektorych rozpustadlovych stustavach

Sustava SIISZ S3 S 4 S5 S 6 S7 S8 S9 | S10 Sllli

Rp 0,87 ’ 0,94 | 0,95 | 0,96 | 0,09 | 0,94 | 0,97 | 0,89 | 0,96 | 0,20 ’ 0,54

Pri izolacii kapsaicinu metédou G. Schenka sa na chromatogramoch petrol-
éterickych roztokov po oddeleni karotenoidnych farbiv z pévodného extraktu
adsorpénou stipcovou chromatografiou na zmesi kysliénika hlinitého a aktiv-
neho uhlia objavila okrem Skvrny kapsaicinu dalSia Skvrna s Rp 0,96 (sustava
S 11). Tato $kvrna fluoreskovala pod UV svetlom intenzivne modro na rozdiel
od 8kvrny kapsaicinu, ktora nefluoreskuje. I detekéné reakeie uvedenej skvrny
sa lisia od detekénych reakecii 8kvrny kapsaicinu. Pri detekeii D 5 je Skvrna
kapsaicinu oranzovohneda, kvrna neznamej latky fialovodervenda. Pri detekeii
D 6 je 8kvrna kapsaicinu fialova, 8kvrna neznamej latky dervend, pri detekeii
D 8 st farby Skvin dervend a oranzova. Ak robime detekciu ¢inidlom D 7, obe
S8kvrny st éervené.

Malé mnozZstvo uvedenej neidentifikovanej latky sa podarilo izolovat
vo forme bielych krystilikov s bodom topenia 55,5 °C. Ultrafialové absorpéné
spektrum kapsaicinu mé maximd pri 235 a 280 my, spektrum neidentifikova-
nej latky vykazuje maxima pri 235 a 292 mu. Na rozdiel od kapsaicinu tato
latka nemd palivi chut. Je mozné, Ze ide o latku, o ktorej sa zmiefiuje uz
E. K. Nelson [18], dalSie idaje sa v8ak v literatire nenachadzaji. Pozname-
navame, Ze spominand latku mozno detegovat len na chromatogramoch kap-
saicinovych extraktov, ktoré neobsahuji karotenoidné farbiva. V opadénom
pripade zakryva Skvrna karotenoidnych farbiv §kvrnu uvedenej latky.

V priebehu izolacie kapsaicinu uvedenou metédou [10] sme po oddestilovani
éteru ziskali malé mnoZstvo hnedej amorfnej latky, mélo rozpustnej v éteri
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a petroléteri, dobre rozpustnej v etanole. Na chromatogramoch tejto latky
v ststave S1 boli 4 Skvrny s hodnotami Ry 0,27; 0,60; 0,87; 0,96, modro
fluoreskujice v ultrafialovom svetle. Ich ultrafialové absorpéné spektrd si
podobné s maximami pri 220 a 270 mu.

Zaver

Vykonané pokusy ukazali, Ze plody sledovanych sort koreninovej papriky
(Madarska ostra, Agrondémka a hrubostennd zZitavska Fekete) obsahuji latky
zo skupiny hydroxyskoricovych kyselin, z ktorych bola identifikovana kyselina
chlorogénova. Dalfou, dosial tak isto v koreninovej paprike nesledovanou
skupinou latok st niektoré flavonoidné farbiva. Kym latky prvej skupiny sa
nachadzaji tak v extraktoch z oplodia, ako aj v extraktoch zo semien a stopiek,
flavonoidné farbiva sa vyskytuju prevazne v extraktoch zo stopiek. V plodoch
sledovanych dvoch sladkych a jednej ostrej sorty nie si podstatné rozdiely
v obsahu fenolickych latok stanovenych pouZitou metédou. Je teda zrejmé,
ze tieto latky sa priamo netcastnia pri biosyntéze kapsaicinu.

Vyber vhodnej rozpistadlovej sistavy petroléter — 85 9, etanol v objemo-
vych pomeroch 100:25 umoznil oddelenie kapsaicinu od karotenoidnych
farbiv, ¢im bol dany podklad pre vhodni metodiku kvalitativneho dékazu
kapsaicinu papierovou chromatografiou. Tato sistava stéasne oddeluje od
kapsaicinu inu latku fenolického charakteru, ktora na rozdiel od kapsaicinu
nema §tiplavi chut. Stdasne boli v extraktoch pri izolacii kapsaicinu najdené
dalsie fenolické latky sprevadzajice kapsaicin, ktoré vSak neboli blizsie identi-
fikované.

Sihrn

V préci sa sledovali fenolické latky plodov koreninovej papriky, ktorym sa
doteraz nevenovala pozornost. Papierovou chromatografiou bola dokazana
pritomnost 1atok zo skupiny hydroxyskoricovych kyselin, spomedzi ktorych
bola na zdklade hodnét Ry, detekénych reakeii a UV absorpénych spektier
identifikovand chlorogénové kyselina. Dalej sa v paprike nasli 4 flavonoidné
latky, ktoré sa nepodarilo blizsie identifikovat.

Sledovalo sa chromatografické chovanie kapsaicinu. Pre papierovii chroma-
tografiu kapsaicinu najlepsie vyhovuje stistava petroléter — 85 9%, etanol v ob-
jemovych pomeroch 100 : 25. Kapsaicin m4 v tejto sistave hodnotu Ry = 0,54
(papier Whatman 3). Pri izoldcii kapsaicinu metédou G. Schenka bola okrem
kapsaicinu najdend dalSia fenolicka litka s Rp = 0,96. Latka na rozdiel od
kapsaicinu nemd Stiplavi chut. Bod topenia je 55,5 °C a absorpéné maxima si
pri 235 a 292 mu.
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BNOXUMUS IMTPOM3BOICTBA ITPAHOI'O IIEPIIA (III)
OEHOJIOBBIE BEIMIECTBA

B. 3IITRO, . JIOPUT'OBA

Xumndeckuii mECTHTYT ClOBamKONl akajmeMum HayK
Rageppa xuMmyeckoil TexHonoruu yriepozoB CioBamkoll BeCHIeH TeXHAYECKOH MKOJIBI
B bpaTucnase

Buisomisr

B paGote uccaenoBanuch (peHOJOBHIC BellleCTBA CTPYYKOB IPAHOrO IepHa, HA KOTOPHIe
10 cero BpeMeHH He ObljIo oOpamerno BHMMaHue. bymasHoil xpomMaTorpadueii 651710 J0Ka3aHO
IPHECYTCTBHE BeIEeCTB M3 TPYIIEI MU POKCUMKODHMYHBIX KHCJIOT, MEIY KOTOPHIME Ha OCHO-
BaHEA BeJIMIUHHE Rp neTeKTHHX peaknuil 1 UV abcop6OHOHHNX cOeKTpoB Oha MASHTH-
¢ranupoBaHa xJ0poreHoBas KucioTa. [[asee B mepne Onym BalineHs! 4 (rraBoHOBLIE BeIeCTBa,
KOTOpHIe OuMsKe ITOKA 9TO He YNAJ0Ch MAEHTH(QHIEPOBATE.

Bruto mccienoBaHO xpoMaTtorpaduyeckoe IoBefleHMe Kamcammuea. [yis GymasKHOM Xpo-
Marorpaduu Kancau[uHa JIy4lle BCero rofUTCs CUCTeMa IeTpoJiel bl s¢up — 85 9% araHOX
B oO0bemHoM otHomenmr 100:25. Kamcamiue B 3Toil cucTeme mMeer 3HaucHue Ry = 0,54
(0ymara Whatman 3). IIpn usonauuu Kancaunmea MeronoM I'. Ilemka KpoMe KalcauuuHa
Onito HalineHo nanbHelimee (erosioBoe BemecTBo ¢ Rp = 0,96. BemectBo B oTiimuMM OT
KallcaBIMHA He uMeeT najsamero Bkyca. Touka nmasnenus 59,5 °C 1 aGcopOuuoEHEOe MAKCH-
MYM JeXKUT npu 235 u 292 M.

Tloctynuio B pepaxnuio 9. 2. 1960 r.

BIOCHEMIE DER ERZEUGUNG VON GEWURZPAPRIKA (III)
PHENOLISCHE STOFFE

V. ZITKO, Z. DURIGOVA

Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften
Lehrstuhl fiir chemische Technologie von Kohlehydraten an der Slowakischen Tech-
nischen Hochschule in Bratislava

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die phenolischen Stoffe der Friichte von Gewiirz-
paprika untersucht, denen bisher keine Aufmerksamkeit gewidmet wurde. Mittels der
Papierchromatographie wurde das Vorhandensein von Stoffen aus der Gruppe der
Hydroxyzimtséuren nachgewiesen, unter denen auf der Grundlage der Rp-Werte, der
Entwicklungsreaktionen und der UV-Absorptionsspektren die Chlorogensiure identifiziert
wurde. Weiter wurden im Paprika 4 flavonoide Stoffe gefunden, welche néher zu identifizie-
ren nicht gelungen ist. :

Es wurde das chromatographische Verhalten von Capsaicin untersucht. Fiir die Papier-
chromatographie des Capsaicins entspricht am besten das System Petrolither — 85 %jiger
Athanol in Volumsverhiltnissen 100 : 25. Capsaicin besitzt in diesem System einen Wert
Rp = 0,54 (Papier Whatman 3). Bei der Isolierung des Capsaicins nach der Methode von

t. Schenk wurde ausser dem Capsaicin noch ein weiterer phenolischer Stoff gefunden
mit dem Wert Rp = 0,96. Zum Unterschied vom Capsaicin besitzt dieser Stoff keinen
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scharfen Geschmack. Der Schmelzpunkt betragt 55,5 °C.und die Absorptionsmaxima
befinden sich bei 235 und 292 mu.

In die Redaktion eingelangt den 9. 2. 1960
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