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Pri urcovani kvality koreninovej papriky je jednym z najdolezitejsich kritérii
obsah farbiv. Ako je zname, koreninova paprika obsahuje okrem izomérov
f-karoténu kryptoxantin, kryptokapsin, lutein, violaxantin, anteraxantin
a predovSetkym f[-karotén, ktory je dolezity ako provitamin A. Celkova far-
biaca schopnost je dand najmi ¢ervenym farbivom kapsantinom, ktory pre-
vlada v oplodi papriky. Dalsim ervenym farbivom je kapsorubin, ktory sa
v paprike nachadza v porovnani s kapsantinom v rddove mensich mnoz-
stvach [8].

Chceme tu predlozit jednak metodiku na chromatografické delenie hlavnych
pigmentov obsiahnutych v ¢ervenej paprike pomocou chromatografie na ten-
kych vrstvach, jednak na jej zaklade vypracovani metédu na rychle a jedno-
duché uréenie Cervenych a zltych pigmentov papriky spektrofotometrickym
meranim celkového extraktu.

Eaxtrakcia pigmentov

Navazok 0,5 g suSenej papriky sa extrahuje do zmesi 50 ml acetén-hexan
v pomere 2 : 1. Pri Cerstvej, najmd duZinatej paprike, treba material vysusit
do konstantnej vahy, aby voda obsiahnuté v plodoch nevyvolavala pri extrak-
cii delenie dvoch faz acetén-hexan. Rozotieranie materidlu s rozpustadlom
a jeho extrakciu treba viackrat opakovat, pripadne material preliat extrake-
nym ¢inidlom a nechat stat niekolko hodin v zabrusovej nadobe. Pri extrakeii
sa pouzil sinter ¢. 3.

Chromatografické delenie na tenkijch vrstvach

Na sklené platne sa nanesie tenka vrstva, pozostavajica z 29,5 g CaCOs,,
6 g MgO a 5g Ca(OH), suspendovanych v 60 ml 1 9 roztoku KOH. Toto
mnozstvo sta¢l na zhotovenie 8 platni rozmerov 10 X 20 cm. Platne sa susia
1 hodinu pri 110 °C. Nanasku paprikového extraktu treba uréit experimentalne
podla koncentracie extraktu (v nasom pripade 0,2—0,4 ml extraktu). Chroma-
tografuje sa vzostupne v sustave benzin-chloroform-acetén (75 : 25 : 21) [6].
Na chromatograme sa oddeli predovsetkym f-karotén ako epifazicky karote-
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noid, dalej slabé pasy ostatnych epifazickych karotenoidov, ktoré sa vyhodno-
cuju spolu V rdmei hypofazickych pigmentov sa oddelia dva izoméry l\a]»s(m—
tinu a kapsorubin. Hypofazické 71té karotenoidy sa od uvedenych Gervenych
farbiv neoddelia. Na Starte zostdvaji zmydelnené, pripadne degradacné pro-
duld\ chlorofylov a iné hydrofilné farbiva. Schéma chromatogramu je na obr.

Oddelené pasy ]odnotllvvch pigmentov sa z platne zoskrabuja [5] a eluuju
du tychto cinidiel:
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Obr. 1. Chromatogram pigmentov papriky na tenkej vrstve.

p-karotén do hexdnu, ostatné epifazické karotenoidy do chloroformu, kap-
santin (spolu dva izoméry) do 96 %, etanolu, kapsorubin do 96 9%, etanolu.

Ako sme uz uviedli, obsahuje Cervena paprika okrem kapsantinu a kapso-
rubinu este dalsie hypofazické karotenoidy (najmé violaxantin, lutein, zeaxan-
tin, anteraxantin a xantofilepoxid), ktoré sa pri nasej chromatografickej me-
téde neooddelia. Podla Cholnokyho udajov [7] sa obsah tychto hypofazickych
karotenoidov v oplodi zrelej ¢ervenej papriky pohybuje v rozmedzi 35— 50 9,
celkového mnozstva Altych pigmentov. Na ich oddelenie by bol potlehny dalsi
chromatograficky krok, ¢im by sa metéda stala zbytoéne zdihavou a spojenou
so stratami. Na praktické uwly potravinarskeho priemyslu preto navrhujeme
korigovat o tuto hodnotu predovsetkym obsah zltych pigmentov.

Na kvantitativny vypocet pigmentov po chromatografickom deleni sme
pouzivali extinkéné koeficienty, uvedené v tab. 1. Mnozstva jednotlivych
pigmentov, prepocitané vzhladom na povodny navazok. sme vypocitali podla
nasledujiceho vzorca:

Abs . 7
100. Y . EY% Ky

1em”

g pigmentu/g susenej papriky =

Abs = spektrofotometrické absorbancie pigmentového roztoku,
mnozstvo pouzitého eluéného ¢inidla v ml,
Kyv = hrabka pouzitej kyvety,

N
I

Y = mnozstvo papriky v g, prepo¢itané na ml povodného extraktu,
naneseného na 1 platnu,
1% = percentudlny absorpény koeficient pocitaného pigmentu.
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Tab. 1. Percentudlne absorpéné koeficienty paprikovych farbiv v rozliénych rozpustadlach

Pigment Rozpustadlo E}za’n Literatara*
p-karotén hexan 2450 Smakula, 1934
Epifazické
karotenoidy chloroform 2200 Gillam, 1935
Kapsorubin etanol 2024 HE
Kapsantin etanol 1760 Polgar a Zechmeister, 1944

* pozri [3, 4,10], 19 o
## pre hodnotu Ejem pre kapsorubin bola za zéklad zvolena hodnota E%c/;n v etanole pre kap-
santin a zvysena o 15 9, podla Benedekovych udajov [1].

Mnozstvo zltych farbiv sa korigovalo o mnozstvo neoddelenych hypofazic-
kych pigmentov, ktoré sa bralo ako konstantnad hodnota (25 9, celkového
obsahu hypofazickych karotenoidov, pripadne pri vzorkach zltého az okrového
zafarbenia az 35 9;).

Metoda spektrofotometrického wréenia Zltyjch a éervensjch pigmentov z celkového
extraktu

Na praktické tucely potravinarskeho priemyslu sme vyvinuli metédu na
kvantitativne zistenie celkového mnozstva Zltych a fervenych pigmentov na
zaklade spektralnej krivky celkového extraktu.

1. Spektrdlne vlastnosti extraktu z papriky. V spominanom rozpustadle
aceton-hexdn 2 : 1 maja extrahované pigmenty spektrdlnu krivku s dvoma
jasnymi maximami (obr. 2). Maximum pri kratsich vinovych dlzkach (asi pri
450 nm) treba pripisat Zltym pigmentom, maximum pri vinovej dlzke asi 469
nm cervenym. Z literatiry uvéddzame absorpéné maxima zltych aj ervenych
pigmentov papriky. I ked pre nase extrakéné ¢inidlo nie st ich hodnoty uve-
dené v tab. 2, jednako z nej vidiet, Ze zIté pigmenty maji absorpéné maxi-
mum vo vsetkych rozptstadlach pri kratsich vinovych dizkach ako &ervené
pigmenty.

2. Kvantitativny vypocet. Ak porovnivame spektralnu krivku &istého
kapsorubinu a f-karoténu (ako najviac zastipeného Gerveného, resp. #ltého
pigmentu), vidime, Ze pri maximalnej absorbancii f-karoténu ma kapsantin
absorbanciu eSte 82,5 9, maxima absorbancie f-karoténu. Naproti tomu m4
p-karotén pri absorpénom maxime kapsantinu este 81,33 9, absorbancie
kapsantinu. Na zaklade tejto ivahy sme zostavili vzorec na empiricky vypocet
zltych, resp. ervenych pigmentov papriky

X = (1,2. Absy — 0,825 . Abs,) . riedenie,
Y = (2,26 . Absy — 2,1 . Abs,) . riedenie,

kde X' je mnoZstvo Cervenych pigmentov v mg/g suSenej papriky,
Y je mnozstvo Zltych pigmentov v mg/g susenej papriky,
Absy je absorbancia ¢ervenych pigmentov pri vinovej dizke asi 450 nm,
Absy je absorbancia zltych pigmentov (pri vinovej dlzke asi 469 nm)
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Obr. 2. Dvojvrcholova spektralna krivka celkového extraktu papriky. Absz — abosrpéné
maximum ¢ervenych farbiv, 4bsy — aborpéné maximum zltych farbiv.

Faktory, ktorymi sa nasobia absorbancie, bert do ivahy uvedent skutocnost,
ako aj konstantné a bsorptné koeficienty pre zlté a ¢ervené pigmenty. Tieto
koeficienty sa zistili empiricky na zaklade kvantitativnych hodnét pre zlté
a Garvené pigmenty ziskanych chromatografiou.

Tab. 2. Absorpéné maxima zltych a ¢ervenych farbiv v niektorych rozpustadlach [9]

Z1té farbiva i Rozpustadlo
max. nm
Violaxantin 442 etanol
451 chloroform
443 benzin
Anteraxantin 445 etanol
457 benzén
p-karotén 450 hexan
452 benzin
| Kryptoxantin 452 etanol
452 benzin
451 hexan
Cervené farbiva
Kapsantin 486 benzén
475 benzin
Kapsorubin 486 benzén
474 benzin
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Uvedené vzorce sa vztahuju na navazok 0,5 g susSenej Cervenej papriky,
extrahovanej do 50 ml extrakéného ¢inidla. Na pripadny iny navazok treba
brat vo vypottovych vzorcoch ohlad. Na meranie absorbancie sa pouzila 1 cm
kyveta.

Pri uréeni vzorca na vypocet sumy Cervenych, resp. zltych pigmentov papri-
ky na zéklade sumérnej spektralnej krivky, resp. na zaklade spektrofotometric-
kého zistenia po chromatografickom deleni, brali sme do Gvahy aj to, Ze erve-
né pigmenty obsahuju po chromatografickom deleni este isté mnoZstvo hypo-
fazickych zltych pigmentov: pri dlhsie skladovanej paprike (60 dnf) je to 25
30 9% [1, 11] a podla [12] 25-—40 9. Do tvahy sa bralo aj to, Ze mnozstvo
pigmentov urc¢ené spektrofotometricky z celkového extraktu byva podla
rozliénych autorov aj podla nasich sktsenosti vzdy o 20—25 9, viésie ako
mnozstvo zistené po chromatografickom deleni. Je to zapri¢inené predovsetkym
hydrofilnymi farbivami. resp. zmydelenymi splodinami chlorofylu, ktoré pri
chromatografii zostavajui na Starte, ale v celkovom extrakte mézu zvySovat
jeho absorbanciu. Okrem toho je aj tenkovrstvova chromatografia vidy zata-
zena stratami (degradacia pri styku so svetlom a vzduchom, straty pri zoskra-
bavani vrstvy a pri elacii).

Vplyv tychto skutocnosti sa pri ¢ervenych pigmentoch navzajom rusi, pri
zltych naproti tomu st tieto rozdiely, ktoré treba ku konecénej hodnote pripo-
¢itat, asi 50 9%,. V tab. 3 vidiet vysledky urceni jednotlivych vzoriek papriky
po chromatografickom deleni v porovnani s hodnotami zistenymi na zaklade
spektralnej krivky celkového extraktu, vypoc¢itanymi podla uvedenych vzor-
cov a korigovanymi.

Vidime, Ze hodnoty ziskané po chromatografickom deleni na tenkych vrst-
vach sa dobre zhoduju s hodnotami zistenymi na zaklade spektralnych kriviek
a vypocitanymi podla nasej metody, pokial ide o papriku dobrej kvality
s vysokym obsahom cervenych pigmentov (vzorky 2—5). Pri vzorkach 1 a 6
s vyssim obsahom zltych farbiv, ako ho predpoklada Cholnoky [8], treba
pokladat mnozstvo zltych farbiv zistené zo spektralnej krivky za hodnovernej-
sie ako mnozstvo zistené chromatograficky s uvedenou konstantnou korekti-
rou.

Tab. 3 — Obsah ¢ervenych a zltych pigmentov papriky zisteny po chromatografii a na zaklade
spektralnej krivky

Cervené pigmenty

¢ Chromato- Spekt.

\'Zruikv Absorpcia Riedenie grafia mg krivka mg Sz %

2 pig./g pap. pig./g pap.

1 0,4486 LD 0,6382 0,6183 0,0199 0.3
2 0,7120 .6 1,6651 1,5327 0,1324 8,0
3 0,4800 .6 0,9641 1.0305 0,0664 6.9
4 1,1070 .6 2,3164 2,4660 0,1496 6.3
5 1,0290 .6 2,2187 2,2262 0,0431 1.9
6 1,0090 .10 3,9714 3.6520 0,3190 8.0
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71té pigmenty

C. Chromato- Koralctiiig Spektralna
vzor- Absorpeia | Riedenie graﬁa mg 50 © krivka mg dz %

ky pig./g pap. & pig./g pap.

1 0,5026 .5 0,3855 0,9690 0,3808 39,3
2 0,7260 .6 0,5882 . 0,8730 0,0093 1,06
3 0,4900 .6 0,4197 0,6295 0,5964 0,0331 5,54
4 1,1120 6 0,8071 1,2106 1,2390 0,0284 2,29
5 1,0470 .6 0,7394 1.1091 1.2310 0,1209 9,82
6 1,0250 .10 1,05430 1.5814 1.9760 0,3945 | 19.96

Diskusia

Okrem klasickej prace Cholnokyho a spolupracovnikov [7], ktori zdihavou
metddou stlpecovej chromatografie oddelovali a urcovali aj farbiva obsiahnuté
v paprike iba v malych mnoZstvach, publikoval metédu na zistenie papriko-
vych pigmentov predovsetkym Benedek [1]. najmd na pouzitie v potravindr-
skej praxi. Jeho metdda je zalozena na extrakeii materialu do benzénu a na
fotometrickom zisteni koncentracie extraktu v podobe kapsantinu. Predpokla-
d4 sa pritom staly obsah zltych pigmentov, a to 32—50 %,. Na ttito metodiku
sa odvoldva Benedek aj v svojej dalsej praci [2]. pricom vsak uvadza, ze ben-
zenovy extrakt sa meral spektrofotometricky pri 492 nm. Aj tu sa celkovy
obsah pigmentov zistoval v podobe kapsantinu. Naproti tomu Vinklerova
[12] v rdmci analyz dozrievajucej papriky pouZiva tiez Benedekovu metddu,
okrem nej viak spomina aj vlastni metédu chromatografického oddelovania
kapsorubinu a kapsantinu na tenkych vrstvich zo silikagélu po extrakeii do
éteru a po nasledujucej saponifikacii 5 9 etanolovym KOH. Ako rozdelovaciu
zmes pouzivala petroléter-benzén-acetén-kyselinu octovi ladovi v pomore
40 : 10 : 2 : 2,5. Oddelenie kapsantinu, kapsorubinu, f-karoténu, zeaxantinu,
luteinu a kryptoxantinu dosiahli dvojstuptiovou chromatografiou.

Technické normy. a to ceskoslovenska (SN 58 0511 zo dna 6. 11. 1963,
ako aj madarskd MS 71 1851-62 uvadzaji ako zadvizné empirické hodnoty
percentudlneho obsahu papriky, ziskané na zaklade kalibracnej krivky po me-
rani na Pulfrichovom fotometri.

Nage metodiky, ktoré tu uvadzame, najméi metdda zistenia zltych a Cerve-
nych pigmentov zo spektralnej krivky extraktu celkovych pigmentov, majt
sa pouzivat ako rychle analyzy v rameci technickej praxe.

Metodika delenia pigmentov papriky na tenkych vrstvach uhli¢itanu vape-
natého, uvadzana v prvej casti prace, oddeluje epifazické karotenoidy, predo-
vietkym f-karotén a niektoré iné, v mensich mnozstvach sa vyskytujice
cpifazické karotenoidy, dalej kapsantin (oddelia sa dva izoméry) a kapsorubin.
Hypofizické karotenoidy (predovsetkym zeaxantin a violaxantin) sa od cerve-
nveh pigmentov pri tejto metdde neoddelia. Aby sa vyhlo dalsiemu chromato-
srafickému kroku na ich oddelenie, spojenému vzdy so stratami, obsah tychto

rotenoidov sa koriguje emprickymi, resp. v literatire uvadzanymi hodno-

mi [1. 11].
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V druhej ¢asti prace sa pomocou vysledkov analyz 6 vzoriek mlete] papriky
po chromatografickom deleni navrhuje vzorec umoziujici kvantitativny vy-
potet Cervenych a zltych pigmentov na zaklade maximdalnych absorbancii
dvojvrcholovej krivky celkového extraktu. Cely vypocet sa zakladd na empi-
rickej baze. Vypocet na zaklade presne uréenych absorpénych koeficientov sa
nedal urobit uz aj preto, ze pri zltych pigmentoch nejde o Cisté pigmenty, ale
0 zmes, a zmesou je aj samo extrakéné Cinidlo, v ktorom sa farbiva meraja
(aceton-hexan 2:1). Treba vsak konstatovat, Ze hodnoty pre Cervené a zlté
pigmenty ziskané predlozenou metodikou st dobre reprodukovatelné a ze po
patricnych, v praci uvedenych korektirach sa dobre zhoduji s vysledkami
ziskanymi po chromatografickom deleni. Vicsie odchylky vznikaja pri paprike
obsahujtcej relativne vicsie mnozstvo zltych pigmentov. V tomto pripade
treba pokladat vysledky ziskané na zaklade celkovej spektralnej krivky za
presnejsie, lebo umozniuji skutocne urcit Vyééie mnozstvo zltych pigmentov.
Takyto materidl je charakterizovany vyssimi vrcholmi pri kratsich vinovych
dizkach, pripadne deforméciou cele] absorpcne] krivky.

Za poskytnutie vzoriek dakujeme Ing. Sepitkovi, CSe., z Vyskumného tstavu potra-
vindrskeho, ktory dal podnet k tejto praci.
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Sthrn

V prvej casti prace sa opisuje metdda na kvantitativne zistenie pigmentov
koreninovej papriky po chromatografickom deleni na tenkych vrstvach.
Oddeli sa f-karotén, zmes dalsich epifazickych karotenoidov, v hypofize dva
izoméry kapsantinu a kapsorubin. ZIté hypofazické karotenoidy, ako zeaxan-
tin, violaxantin, lutein atd., sa pri uvedenej metéde neoddelia od ¢ervenych.
Ich mnozstvo sa urtuje ako konstantné v rozsahu 25 ¢ervenych farbiv.

V druhej Casti prace sa opisuje metdda na kvantitativne zistenie obsahu
zltych a Gervenych pigmentov na zaklade dvojvrcholovej spektralnej krivky
celkového extraktu. Rychlost metddy, ako aj jednoduchost kvantitativineho
vypotétu predurcuji metédu na rutinné analyzy v rdmci potravinirskeho
priemyslu.

Summary

In the first part of the article a method is presented for the quantitative determination
of red paprika pigments after separation by thin-layer chromatography. There are sepa-
rated B-carotene and a mixture of further epiphasic carotenoids (especially cryptoxanthin)
from the hypophasic carotenoids two isomers of capsanthin and capsorubin. The yellow
hypophasic carotenoids, especially lutein, zeaxanthin and violaxanthin are not sepaiated
from the red ones, their amount is supposed to be constant with 25 9, of the red pigments.

In the second part a method is described for the quantitative determination of the
yellow and red pigment respectively from the spectral curve of the total pigment exiract,
which shows two distinet peaks. Simple analytical work with a simple mathematic for-
mula for the quantitative accounting make the method suitable for routine analyses
within the food industry.

Conepmanne

B nepsoii uactit padoThl OHHCBIBACTCS METO KBAHTUTATHBHOIO ONPEIC/ICHISA HIIMCHTOB
HPAHHOIO Hepia Toce XpoMatorpagum Ha TOHKHX c¢0sX. Onpejeiaserca B-KapoTiH,
CMech TaJbIX ermi(asiieckiX KapOTHHOILOB, B rumodase jBa M30MepLl  KalcaHTHHA
i RancopyOnH. yReqarpie runoaspueckie RapoTHHOM/BL KaK 3eaKCaHUTH, BHOJAKCAHTIH,
JIOTEIH IPH 9TOM METOJIe HeOT/eIAI0TCA OT KpacHbIX. IIX KauecTBO onmpeje/sercs Rak KOH-
cTaTHoe B 00ObeMe 25 9, KpaCHBIX HUTMEHTOB.

Bropast qacTh padoTl ONNCHBAET METOJL /UL KBAHTHTATIBHOIO OIPE/E/ICHII COIIE P HILi
FKEITHIX I KPACHBIX THIMEHTOB Ha OCHOBAHMH JIBYXBePINMHHOII CHNEKTpabHOIl RpHBOIL 00-
IMero 9RCTpakTa. BpIcTpocTh MCTOLA I HPOCTOE KBAHTHTATIBHOC BLIUHCIICHIC IIPETONATIAI0T
HTOT METO;[ VIO;(HBIM [[/1 HUIEeBOI IIPOMBIIIIICHHOCTIL.
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