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| . KAPSAISININ DANSIL TUREVI HALINDE N
FLUORODANSITOMETRIK YONTEM ILE MIKTAR TAYINi

FLUORODENSITOMETRIC DETERMINATION OF
CAPSAICIN AS ITS DANSYL DERIVATIVE

Lale ERSOY *

SUMMARY

A fluorodensitometric method was developed for the determination of capsaicin by
means of the derivative formed with dansyl chloride. The reaction proceeded quantita-
tively at Toom temperature in 20 min and in acetone-NayCOy4 (3:1) system when the mo-
lar ratic of reagent to capsaicin was 8. After TLC seperation of reaction product on silica-
gel plate the fluorescence intensity of the derivative was measured at 525 nm, using 366
nm excitation filter. The fluorencence intensity is linear over the concentration range of
5-500 ng capsaicin/spot.

The proposed method was applied to determination of capsaicin in capsicum fructus.
The range of recovery from Capsicum fructus is 98.8-100.6 %

OZET

Kapsaisinin miktar tayini igin dansil klorir ile olugturdugu tdrevden yarar-
lamlarak fluorodansitometrik bir yéntem geligtirildi. Reaksiyon oda sicakhginda, 20
dakikada, ascton-NagCOg (3:1) sisteminde ve belirtecin kapsaisine mol oraminin 8 ol-
mas halinde kantitatif olarak yuriimektedir. Reaksiyon dirdninin silikajel plakta
kromatografiye edilmesinden sonra tiirev ait lekenin fluoresans giddeti 5-500 ng kap-
saisin/leke konsantrasyon araliginda dogrusaldir. :

Geligtirilen yéntem kapsikum meyvalarinda kapsaisinin miktar tayinine uygu-
landi. Kapsikum meyvalarindan geri kazamlabilirlik alam 98.8-100.6 % dir.

* Marmara Universitesi Eczacilik Fakiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dals,
Nisantagi/ISTANBUL.
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GIRI$

- Kapsikum meyvalarindaki ac1 lezzetli ve farmakolojik etkili

(1) bir alkaloid alan kapsaisinin (4-OH, 3-OCHg -benzil -8 metilnon
trans -6- enamid) miktar tayini igin bugiine degin bir gok yontem
gelistirilmigtir. Kapsikum meyvalarinda, farmasétik preparatlarda
veya dzellikle son yillarda olmak iizere viicut sivilarindaki kapsaisi-
nin miktar tayini i¢in geligtirilen bu yoéntemlerden en ¢ok kul-
lamilanlari, UV-spektrofotometri (2,3), kolorimetri (2, 4-7), gaz krom-
atografisi (8-12) ve yliksek basingh sivi kromatografisidir (13-16).

Aminlerin, aminoasitlerin, kategolaminlerin, fosfolipidlerin
ve anabolik steroidlerin analizlerinde, amin gruplar ile kuvvetli
fluoresans gosteren tiirevler olusturan 5-dimetilamino-1-silfonil
kloriir (DANS-CI) belirtecinden yaygin bir sekilde yarar-
lamlmaktadir (17-22).

Bu ¢ahigsmada kapsaisinin miktar tayini igin bir fluorodansi-
tometrik yoéntem gelistirildi. Yontem, DANS-CI belirteci ile
tirevlendirme igleminden sonra ince tabaka kromatografisi ile
ayirma ve tiireve ait lekenin fluoresans siddetinin dogrudan dogruya
plak {izerinden &l¢lilmesi esasina dayanmaktadir.

DENEYSEL BOLUM
Materyal ve Aletler

Dansil kloriir BDH Chemicals Ltd. firmasindan saglanda.
Kromatografik islemlerde fluoresans endikatérii icermeyen Merck
silica-gel (Art 5553) plaklari kullamildi. Kullanilan diger tim kim-
yasal maddeler ve ¢oziiciiler analitik saflikta ve E. Merck, Darmstadt
firmasimin drinleridir.

Kantitatif dlgmeler ZFM 4 fluoresans eki ve Camag Z-tarayicis
ile donatiltmg Zeiss PMQ II spektrofotometresi ile yapildi. Isik kay-
naf1 olarak 366 nm eksitasyon filtreli St 41 civa lamba kullanilda.
Pikler bir Linear 355 stripchart yazicis1 kullanilarak ve kagt hizi1 12
em/dak olacak gekilde kaydedildi. Eksitasyon ve emisyon spektrum-
lar1 xenon arc lambali Perkin Elmer 204 A spektrofluorometre aleti
ile alindi. Cézeltilerin ince tabakaya uygulanmasinda Hamilton
simngalardan yararlamildi.
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Standart kapsaisin ¢ozeltisi : 0.01 % ve 0,001 % lik, asetonda

Dansil kloriir ¢ozeltisi : 0.267 % ve 0.026 % lik, asetonda
. ve taze
Trietanolamin ¢tzeltisi : 20 % lik, 1sopropanolde ‘hazirlandi.
Tiirevin Sentezi

20 mg kapsaisinin 1 ml asetondaki ¢ézeltisine 50 mg DANS-CI
tin 2 ml asetondaki ¢ézeltisi ile 1 ml 0.1 M Na2003 gozeltisi
katildiktan sonra karigim oda sicakhfinda ve giin 1:1findan koru-
narak 20 dak. bekletildi. Aseton su banyosunda ve azot akiminda
uzaklagtirldi. Sulu karisim benzen ile ekstre edildi. Benzen tabaka-
lar1 birlestirildikten sonra artik, metanolden kristallendirildi. Koyu
sar1 renkli kristallerin ed= 88 - 90°C dir. Tiirevin silikajel plakta
kloroform-metanol (100: 1) goziicii sistemindeki Rf degeri 0.55 dir.

Kapsaisin I¢gin Miktar Tayini Yéntemi

10 ml lik tiplere standart kapsaisin ¢bzeltisinden 0.5-5 ml
alindi ve su banyosunda ¢éziiciisii buharlastirildi. Her bir tiipe 0.25 ml
0.1 M NagCOg ve 0.75 ml DANS-CI ¢izeltisi ilave edildikten sonra
karigim oda sicaklignnda giin 1:3gindan korunarak 20 dak. bekletil-
di. Aseton su banyosunda azot akiminda buharlastirildi, Sulu
karnigim 3 kez 1 er ml benzen ile vorteks karstineida ekstre edildi.
Birlegtirilen benzen fazlar1 5 ml lik bir balonjejede aym goziicii ile
hacmine tamamlandi, Bu ¢ézeltilerden 5 er ul silikajel plaga uygu-
landi. Kromatografi iglemi kloroform-metanol (100:1) ¢éziicli sistemi
ile 10 em yiikseklige ulagilana kadar ve plak giin 1;igainda korunarak
yapildi. Havada kurutulan plaklara trietanolamin ¢ézeltisi
piiskiirtlilditkten sonra tiireve ait lekelerin fluoresans siddeti 366 nm
ekstitasyon filtresi kullamlarak 525 nm de blgildit. Pik alanlan,
piklerin uniform bir transparan ka@da kopya edilmesinden sonra
kesilip tartilarak degerlendirildi.

Kapsikum Meyvalarinda Kapsaisin Miktar Tayini

Sapmndan ve tohumlarindan armdirilmsg, kurutu]mu"g. ve toz
edilmig kapsikum meyvasindan tartilan 250 mg 6rnek, geri ¢eviren
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sofutucu altinda 40 dak. kloroform ile ekstre edildi. Karngim
siiziildiikten sonra coziictisii vakumda distile edildi ve kalinta ile
"Kapsaisin igin miktar tayini yontemi" bash@ altinda bildirildigi
sekilde caligilarak tiireviendirme iglemi yapild). Ornek ¢ozeltisi ve
tiirevlendirilen standart kapsaisin ¢tézeltileri aym plaga uygulana-
rak kromatografiye edildi. Ornekteki kapsaisin miktar1 aym plakta-
ki standart c¢ozeltilere ait lekelerin pik agirliklarindan hazirlanan
regresyon esgitligi yardim ile hesapland.

SONUG VE TARTISMA

Kapsaisin, DANS-CI belirteci ile alkali ortamda, éksitasyon
maksimumu 352 nm, emisyon maksimumu 502 nm de (Sekil. 1) olan
ve kuvvetli fluoresans gésteren bir tiirev olusturmaktadir. -

Eks.
(maks. H2nm) Em.

{maks.502 nm)

Bagl flucresans siddeti

300 400 500 500
A (nm)

Sekil-1: Kapsaisinin dansil tiirevinin benzendeki fluoresans spektrumu. Eks: cksitas-
yon, Em: craisyon.

Tirevin formiilii, yiksek ayirma yetenekli kiitle spektrometrisi
yontemi ile Cg0 Hag NoO5S olarak saptandi (Hesaplanan M* 538.2657,
dlgiilen 538.2655). 220 Mz de alman NMR spektrumunda ise sirasiyla
aromatik (6.68-8.65 ppm), ¢ifte baga komgu (5.35 ve 5.65 ppm), azota
komsu (4.35 ppm), metoksi (3.3 ppm) ve N-dimetil gruplarindaki (2.9
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Sekil-2 : Kapsaisinin dansil tirevinin détorokloroformdaki NMR spektrumu {220 Mz)
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Sekil-3; Kopsaisinin dansil tiirevinin UV ve gérinir alandaki abserbsiyon spektrumu
(metanolde).
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ppm) ve yan zincirdeki differ protonlara (0.8-2.2 ppm) ait pikler
gorillmektedir (Sekil. 2). Tiirevin metanolde alintmis absorbsiyon
spektrumundaki maksimumlar 255 ve 342 nm dedir (Sekil. 3).

Kapsaisin ile DANS-CI arasindaki reaksiyonun bitis siiresini
saptamak tizere oda sicakhfinda ve 45°C de galisildi. Reaksiyonun
oda sicakhgmnda 20, 45°C de ise 5 dakikada tamamlandifn goriildi
(Sekil, 4). Isitma ile reaksiyon daha kisa siirede tamamlaniyorsa da
pnemli bir zaman farki olmadifindan oda sicaklifinda calisma
kosulu tercih edildi.
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Sekil-4: Fluorsans giddetinin oda sicaklifinda (
deffisimi.

Saf madde ile galismada DANS-CI, mol oram bakimindan kap-
saisinin 8 kati olmasi halinde reaksiyonun kantitatif olarak
yluridigi saptandi. Ancak kapsikum meyvalan ile calisirken eks-
trede reaksiyon verecek bagska maddeler de bulundugundan 20 kat:
belirteg kullanilda.

Sulu ortamda olugan dansil-kapsaisinin kantitatif clarak ben-
zen ile ekstre edilebilmesi, ozellikle kapsikum meyvalan ile
calisirken yan iiriinlerin goziiciiye gegmemesn bakimindan uygun ol-
maktadir. .

Dansil tiirevlerinin fluoresans giddetini arttirmak ve tiirevi
daha dayamkli hale getirmek amaciyla kromatografi igleminden
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sonra plaga trietanolamin ¢dzeltisi piliskiirtiilmesi tavsiye edilmekte-
dir (17). Bu nedenle trietanolamin ¢ozeltisinin dansil-kapsaisin
tiirevinin fluoresans siddetine etkisi incelendi. Fluoresans
siddetinde dnemli bir artma ve emisyon maksimumunda 15 nm lik
hipsokrumik bir kayma (540 nm den 525 nm ye) gozlendigi icin
caligmada trietanolamin g¢ozeltisi kullanildr ve Slgmeler 525 nm de
yapilda, ' B

Dansil tiirevleri genel olarak 1s1¢a karst duyarh oldugundan
(17) tiirevin benzen ¢ozeltisindeki ve plak i{izerindeki dayamkhhg
incelendi. 4°C de ve giin 1;igindan korunarak bekletilen benzen
¢ozeltisinin 24 saat dayamkh kaldign gérildi, Plak dzerindeki le-
kelerin karanlhikta 8 saat dayamkl oldugu, UV 151k altinda bekletil-
diginde ise fluoresans giddetinin 10 dakika siirede arttign sonra sabit
kaldig: gozlendi. Trietanolamin gézeltisi paskirtildikten sonra UV
151k altinda bekletildiginde ise UV 1gmmin, lekenin fluoresans
siddetinde énemli bir farkhhga neden olmadigr gézlendi (Sekil. 5).

s 100 A
°
= B0
a ‘
© 60 B
a .
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= 404
g 204
T T L
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zaman (dak)

Sekil-5: UV 1simin (366 nm) titreve (A) ve trictanolamin ¢ozeltisi ile muamele edilmig
tireve (B) etkisi. Emisyon yanrk aralifi A ve B i¢in siras1 ile 0.7 ve 0.2 mm
dir. : '

Fluoresans siddeti ile konsantrasyon arasindaki iliski lekede
5-500 ng kapsaisine egdefer tiirev bulunmasi halinde dogrusaldir.
Olgt egrisi lekedeki kapsaisin miktar (ng) ile pik agirhg (mg)
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arasinda ¢izildi. 5-50 ve 50-500 ng kapsaisin miktarlan igin ayn du-
yarlikta ¢ahsildi. Ince tabaka tizerinde saptanabilen en diisiik kap-
saisin miktan 2 ng/lekedir.

Geligtirilen yéntemin tekrarlanabilirliginin saptanmasi
amaci ile ayni konsantrasyondaki kapsaisin ¢ozeltisi ile
tiirevlendirme ve dlgme iglemleri aym kogullarda olacak gekilde 5
kez calhisildi, 100 ng kapsa1sm/leke i¢in ba@l standart sapma 1.82 %
olarak bulundu.

Kapsikum meyva]armdan geri kazanma orammn saptanma51
amaci ile énceden kapsaisin igermedigi saptanmig kuru kapsikum
meyvasma belirli miktarlarda kapsaisin (0.04-0.4 mg kapsaisin/250
mg kurumeyva) katilarak c¢ahsildi. 5 aym ¢aligmanin ortalama
sonuglarindan hesaplanan geri kazanma orani alarm 98.8-100.6 % ve
ortalama ise 99.4 % dir (Tablo I).

Tablo-I: Kapsikum meyvasina degisik miktarlarda katilan kapsaisinin geri
kazanma orani.

Kapsaisin

Katilan® Bulunan®? sD Geri Kazanma
Oran (%)

40.0 39.6 + .90 98.9

100.0 98.8 +1.06 98.8

200.0 200.2 +2.55 100.1

300.0 300.6 + 2,49 100.2

400.0 395.2 +2.35 98.8 -

a: pg/250 mg kurumeyva
b: 5 ¢alismanin ortalamas

Gelistirilen yéntem Inegdl, Gaziantep, Sanhurfa ve Mustafake-
malpasa Teknik Ziraat Miidirliklerinden saglanan kapsikum mey-
valarma uygulandi. 100 g kuru meyvadaki kapsaisin miktarlan
sirasiyla 172.0 mg; 133.4 mg; 128.0 mg ve 64.0 mg dir.

Literatiirde kapsaisinin miktar tayini ig¢in onerilen diger
yontemlerde genellikle gii¢ ve zaman ahci ayirma iglemlerine ger ek
duyulmaktadlr Gelistirilen bu yontemde ise herhangi bir saf-
lagtirma islemi olmaksizin, duyarl bir gekilde ve olduk¢a kolay
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saglanabilir bir alet ile kapsaisin analizi mimkiin olmaktadir,
Yontemin duyarhlig: dzellikle son yillarda sikhkla uygulanan biyo-
lojik sivilarda kapsaisin tayinine de olanak saglayabilecektir.
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