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2. MITT. STUDIEN UBER DIE INHALTSSTOFFE VON CAPSICUM
QUANTITATIVE GASCHROMATOGRAPHISCHE BESTIMMUNG EINZELNER
HOMOLOGE UND ANALOGE VON CAPSAICINOID-GEMISCHEN
NATURLICHER HERKUNFT UND DES
PELARGONSAUREVANILLYLAMIDS ALS VERFALSCHUNG

Frl. A, MULLER-STOCK, R. K. JOSHI uxp J. BUCHI

Pharmazeutisch-chemischen Abteiliung des Pharvmnazeutischen Institutes dev Eidgendssige Technischen
Hochschule Ziivich (Schweis)

(Eingegangen am 17. August 1971)

SUMMARY

I1. Study of the components of capsaicin. Quantitative gas chromatographic deterimination
of individual homologs and analogs of capsaicin in mixtures from a natural source and
of vanillyl pelargonic amide as adulteration.

A gas chromatographic method is presented for the quantitative determination
of the homologs and analogs of capsaicin in the isolated capsaicinoid mixtures on the
market as well as in the drug. The method includes a new procedure for quantitative
extraction of capsaicinoids from the powdered drug, trimethylsilylization of isolated
capsaicinoid or of the residue from a measured quantity of drug extract, and a sub-
sequent gas chromatographic separation on 1 % or 3 % JXR. Furthermore, a rapid
gas chromatographic method for the detection and quantitative estimation of vanillyl-

N-nonylamid (PSVD), which is frequently used as an adulterant of pungent ingredients
in the drug, is given.

EINLEITUNG

In einer vorhergehenden Vertffentlichung! haben wir iiber die gaschromato-
graphische Trennung von Capsaicinoid-Gemischen auf verschiedenen Trennsiulen
berichtet. Die prozentualen Anteile dieser verschiedenen Homologen und Analogen
des Capsaicins zu errechnen, war bisher nur auf Grund der Intensitit der Molekiil-
Ionen-Peaks der Massenspektren? reiner Capsaicinoid-Gemische mdglich.

In der vorliegenden Arbeit kénnen wir nun eine schnelle, reproduzierbare
Methode zur quantitativen Bestimmung der einzelnen Capsaicinoide nach Trimethyl-
silylierung und anschliessender Gaschromatographie auf JXR 1 9, oder 3 9, geben.
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TABELLE I

UBERSICHT UBER DIE PROZENTUALEN ANTEILE AN ANALOGEN UND HOMOLOGEN DES CAPSAICINS VON REINEN CAPSAICINOID-GEMISCHEN UND DES DROGEN-

PULVERS VON Capsicum frulescens

Peak I, Capsaicin; peak II, Dihydrocapsaicin; peak III, Nordihydrocapsaicin; peak IV, Nonylsdurevanillylamid.

Substanz Integrierte Flache® 4 % Mittelwert (%,
[ I III v Z I I mar I I I v
I
CM-69 64840 19210 2 081 86 131 75.2 224 2.4 <1 a2s .
66750 20080 2 166 88 996 750 225 2.4 & 2 24
CF-65 64 700 16 710 1 gb5 83 405 77.6  20.1 2. . 20 oy
66 760 18 210 2 168 87 138 706 208 2.5 - 3 *4
CF-69 39 660 33 450 10020 1883 85013 40.6  39.3 1.8 2.2
33060 30460 9 127 1718 76 365 459 398 g 2 463 396 s 23
CF-70 42840 33540 7 882 1326 85 588 500  39.1 9.2 1.6 ‘
37740 31730 7 232 1104 77 S06 486 409 9.2 1.4 49-4 399 9-2 3
Ch-7t 34300 26910 6 404 955 68 659 499 391 9.4 I4 -
40030 30640 7 706 1200 79 576 503 386 96 Lj st 389 95 15
Droge 132300 37570 8333 8786 186 989 70.7  20.0 45 47
(Capsicum 144 500 39520 9073 9840 202 933 71.2 19.4 45 48 60.9 210 15 46
frutescens) 92 410 30 300 5880 5497 134 087 69.0 22 +4 41 ) ) . .
98 450 31870 6735 0864 143939 68.4 221 47 48

3 Der TMS-Derivate.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Unter den unten angegebenen Bedingungen werden die Peakflichen der Tri-
methylsilyl-Derivate des Capsaicins (I), des Dihydrocapsaicins (II), des Nordihydro-
capsaicins (IIT) und des Nonylsdurevanillylamids (IV) (siehe Fig. 1) einzeln integriert

I ’ 1

5 H

N JW i

CM-69 CF-65 CF-69 CF~70 CF-7

A eigene Droge

Fig. 1. Gaschromatogramme verschiedener Capsaicinoid-Gemische als Trimethylsilyl-Derivate
(JXR 195 und 39). I, TMS-Derivat von Capsaicin; II, TMS-Derivat von Dihydrocapsaicing
I1I, TMS-Derivat von Nordihvdrocapsaicin; IV, TMS-Derivat von Nonylsiiurevanillvlamid,

und erlauben dadurch eine schnelle Ausrechnung der prozentualen Zusammensetzung.
In Tabelle I sind die prozentualen Anteile der fiinf von uns untersuchten, reinen
Capsaicinoid-Gemische und die der Droge aufgezeichnet.

CHL0 OCHZ\NH —c—R (: R = —(CHy)4—CH= CH—(I‘,I—I—CI-I,,
1l L
CH
HO © 3

(IT): R = —(CH,)e~CH-CH,
CH,

(1IT): R = —(CH,);~CH-CH,
CH,

(IV): R = —(CH,),~CH,

Da wir als Lésungsmittel zur Trimethylsilylierung Dimethylformamid ver-
wandten, konnte nach dem Zentrifugieren und anschliessendem, etwa 20-min Stelien
eine klare Lésung erhalten werden. Spritzten wir die Losung der TMS-Derivate erst
nach 8 h ein, wie es HARTMANS zulidsst, erzielten wir bei der Gaschromatographie
(GC) unter denselben Bedingungen keine klare Trennung mehr in die einzelnen Peaks.
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Es muss also innerhalb dieser Zeit eine Veridnderung erfolgt sein. Am besten war die
Einspritzung innerhalb der néchsten 2 h nach der Derivatbildung.

Eine neue Extraktionsmethode zur Reinigung der Capsaicinoide von stérenden
Begleitstoffen aus der Pflanze ermdglichte uns auch, die quantitative Bestimmung
der einzelnen Capsaicinoide aus Drogenmaterial durchzufiihren. Ein grosser Vorteil
dieses Essigsiiure- Ausschiittel-Verfahrens ist, dass es nicht zu der so stérenden Emul-
sionsbildung zwischen der organischen und wisserigen Phase kommt. Ausserdem
werden fast alle niedermolekularen Verunreinigungen der Capsaicinoid-Gemische ab-
getrennt, was Fig. 1 (A) zu entnehmen ist. Die prozentualen Anteile der Capsaicinoide
in dem von uns untersuchten Drogenpulver von Capsicum frutescens sind in Tabelle 1
wiedergegeben.

Die Zahlen zeigen, dass die Anteile der Homologen und Analogen in den natiir-
lichen Capsaicinoid-Gemischen sehr stark schwanken. Bei unseren Proben liegen die
Capsaicin-Mengen zwischen 46 und 77 %, die Anteile des Dihydrocapsaicins dagegen
erhdhen sich von 20 auf 40 %, also bis zum doppelten Gehalt. Bis zur fiinf-fachen
Menge weicht der Gehalt an Nordihydrocapsaicin ab, ndmlich von 2,4 bis 12 2.
Nonylsidurevanillylamid, wenn erfassbar vorhanden, schwankt zwischen 1.5 und 4.6 2;.
Diese grossen Unterschiede der prozentualen Anteile kénnen eventuell von verschie-
denen Isolierungsmethoden der Hersteller herrithren. Unser Drogenpulver zeigt nach
obigem, einfachen Extraktionsverfahren einen Gehalt von 70 95 Capsaicin, 21 9, Di-
hydrocapsaicin, 4.5 % Nordihydrocapsaicin und 4.6 9, Nonylsiurevanillylamid.

Die beschriebene Extraktions- und Reinigungsmethode wird z.Z. auch zur
quantitativen Bestimmung der Gesamtcapsaicinoide von Droge und anderen galeni-
schen Priparaten ausgearbeitet?.

Peak IV (siehe Fig. 1), der in unserer vorhergehenden Verdffentlichung! noch
nicht identifiziert werden konnte, zeigt bei der GC auf SE-30 (3 %) die gieiche Reten-
sionszeit wie das Vanillylamid der Nonylsdure, der sog. Pelargonsiure. Beim Ein-
spritzen einer Lésung von natiirlichem Capsaicinoid-Gemisch + synthetischem No-
nylsdurevanillylamid zeigte sich auch ein Anwachsen des Peaks IV. Deshalb identi-
fizierten wir diesen Peak IV als Nonylsidurevanillylamid.

Ein Versuch, Pelargonsiurevanillylamid, das hdufig zur Anreicherung der
Scharfstoffe den pulverisierten Capsicum-Friichten beigemengt wird, weil es an-
nihernd denselben Scharfwert wie Capsaicin zeigt®, neben den natiirlichen Capsaici-
noid-Gemischen zu erkennen und quantitativ zu erfassen, ist frither durchgefiihrt
worden®-8, DaTTA UND Susi® geben die Methode, aus den IR-Spektren auf Grund der
Bande bei g70 cm-! {iir die Transkonfiguration die Beimengung des gesiittigten Pelar-
gonsiiurevanillylamids zu errechnen. Diese Methode ist anwendbar, jedoch sehr un-
genau; denn das natiirliche Capsaicinoid-Gemisch enthilt noch weitere gesiittigte
Anteile wie Dihydrocapsaicin, Nordihydrocapsaicin und andere.

Wenn wir unter den unten aufgefithrten Bedingungen Ldsungen von natiir-
lichem, reinem Capsaicinoid-Gemisch mit in verschiedenen Konzentrationen zuge-
fiigtem Pelargonsiurevanillylamid auf SE-30 (3 9%) gaschromatographisch trennten,
erhielten wir die theoretischen Mengen der Verfdlschung zuriick, wie es Tabelle II
zu entnehmen ist. Fig. 2 zeigt die GC Bilder nach Beimengung der unterschiedlichen
Mengen von Nonylsiurevanillylamid. Somit ist es uns gelungen, die Hauptverfil-
schung der Scharfstoffe der Capsicum-Droge quantitativ zu erfassen.
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.TABELLE Il

VERGLEICHENDE UBERSICHT DER THEORETISCHEN UND GEFUNDENEN ANTEILE DER VERFALSCHUNG
PELARGONSAUREVANILLYLAMID ZU EINEM REINEN CAPSAICINOID-GEMISCH

Peak I, Capsaicin; peak II, Dihydrocapsaicin; peak III, Nordihydrocapsaicin; peak PSVD. Pe-
largonsiurevanillylamid (PSVD); CF-71. Natiirliches Capsaicinoid-Gemisch.

No. Einwaage mg[mid Integrievte Flidche I PSVD (%)
CF-71 PSVD I 1Ir PSVD IIr z Gefunden Theore-
I — tisch
X ¥
P: $.218 0.262 59 260 3 225 4127 66 612 4.8 5.1 o
65900 3045 4706 74 61T 53 3
Pz 4.118 0.523 61 610 8 282 4522 74 414 1.1 L, 11.2
58 720 7 982 4359 71 061 I1.2 ’ T
P3 4.118 1,046 60 S88o 16 970 4400 82 250 20.6 0.6 20.2
60 580 16 ggo 4456 82 026 20,7 20. =
Py 3.118 1.569 61 990 26 250 4410 92 650 28.3 28.0 o
64 100 26 410 4668 95 178 27.7 ' 27-5
Ps 4.118 2.0092 61 280 35 250 3810 100 340 35.1 4.5 6
62 190 34010 3558 99 758 340 3% 33

a Herstellung durch Pipettieren von Stammlésungen.
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Fig. 2. Gaschromatographische Darstellung des natiirlichen Capsaicinoid-Gemisches CF-71 mit
Pelargonsiurevanillylamid als Verfilschung in verschiedenen IXonzentrationen (siche Tabelle IT).

I, Capsaicin; II, Dihydrocapsaicin; IIT, Nordihydrocapsaicin; 7, Pelargonsiurevanillylamid
(PSVD).

PS

EXPERIMENTELLER TEIL

Extraktion der Capsaicinoide aus der Droge

Das Filtrat eines 2-h Soxhlet-Extraktes von 7.50 g I'ructus Capsici pulvis
(315/200) mit 100 ml Methanol wird am Rotationsverdampfer zur Trockne einge-
dampft. Den erhaltenen 6ligen Riickstand spiilt man vorsichtig mit 40 ml Essigséure
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(7o %) im eimem Schiitteltrichter und reinigt diese Lésung durch dreimaliges Aus-
scihifittelm mit je 50 mil Petrolither (S.P. 40°-60°). Die gesamten Petroldther-Ausziige
werdem mit 10 mll Essigsiiure (70 %) gewaschen. Die vereinigten Essigsiurelésungen
verdiimntt mam mit oo ml destilliertem Wasser und extrahiert diese Lésung viermal
miitt je 5 mill Dichlormethan. Nach zweimaligem Waschen der Dichlormethanlésung
mitt jie 50 mil destilliertem Wasser wird die organische Phase mit 1.0 g Natriumsulfat,
wassenfireii,, umd! 150 mg Carbo adsorbens pulvis versetzt, kriaftig geschiittelt und nach
15-mim Stehem filtriert. Am Rotationsverdampfer wird dann das Filtrat vom Lésungs-
muitttell befireit.. Dem trockenen Riickstand spiilt man vorsichtig mit Dichlormethan in
eimem 1o-ml Messkolben undl erginzt mit dem gleichen Loésungsmittel bis zu Marke.
35 mll dieser Lésung werden erneut zur Trockne eingedampft und der erhaltene Riick-
stamd] windl zar Trimethyisilvlierung mit T ml Dimethylformamid und den erforder-
licihem Reagentiem wersetzt (siehe Trimethylsilylierung).

Timuetiydsalbpllicruong:

10 mg der getrockneten: Capsaicinoid-Gemische werden in T ml Dimethylform-
amid geldst umd mit 1 ml Hexamethyldisilazan und 0.3 ml Trimethylchlorsilan
vensetiztt. Nach 40 sec-langem,, kriftigem Schiitteln wird die Lésung 10 min stehen
gelassem. Anmscliliessend zentrifugiert man diese Probe 5 min und giesst die kolloide
Lésumg alh, die: nacl weiterem 2o-min Stehen klar wird.

GasalimematograPlice

Gaschromatograph:: Perkin-Elmer Gaschromatograph, Modell 881 mit Flam-
memiomisationsdetelctor; Siulen: Linge 2 m, Innendurchmesser 3 mm; Eingespritzte
Newmge: 1 gll.

Baditinguovgenn  fiiin Wersuch 1. Sidulenfiillung: JXR (1 9%) auf Gas-Chrom Q,
100320 meslh, undl JJXR (3, %) auf Gas-Chrom Q, 100-120 mesh; Trigergas: Ny,
346 mull/imim;; Temperatur: Injektor, 230°; Siule, 150—~230° (6°/min); Detektor, 250°.

Badiiinguavgen fiir: Wersucli 2. Siulenfiillung: SE-30 (3 %) auf Gas-Chrom P,
So-10m mesih; Trigergas: N, 36.2 ml/min; Temperatur: Injektor, 220°; Sédule, 180-
240° (°/mim));; Detektor,. 250°..

Inflagnatiom

Imttegrator. Hewlett-Packard Co., Modell 3370 B/71B; noise suppression, —2;
up-slope: semsitivity, — 0.03;;; down-slope sensitivity, — 0.0x; BL reset delay, —o0.4;
area threshold,, — 1; front shoulder, on; rear shoulder, —o.1.

Alusnaclhnwaong:

Die: Summe der einzelnen, integrierten Peakflichen setzten wir als roo 9% an.
Aws dieserm Vernliiltnis: erreclineten wir den prozentualen Anteil der einzelnen Homo-
logem umdl Amalogemn::

™

¥ 100 = lgp: X
1
” y:d: 08 jilolo)]
T

>

. _
Ipp = inmttegrierte Fliiche des Peaks, dessen prozentualer Anteil gesucht ist.

X =
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Mit derselben Formel ermittelten wir den prozentualen Gelalt der WVerfilschumng
Pelargonséurevanillylamid.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird eine schnelle, reproduzierbare Methode gegeben, mit der im matirlichemn
Capsaicinoid-Gemischen der Anteil an ‘Capsaicin, Dihydrocapsaicim, Nordilhydmnocap-
saicin und Nonylsdurevanillylamid quantitativ erfasst werden. Die Bestimmumng er-
folgt nach Trimethylsilylierung und anschliessender gaschromatographischer Trem-
nung auf JXR 1 9% oder 3 %,. Mit dieser Methode iiberpriiften wir fimf, reine matir-
liche Capsaicinoid-Gemische des Handels und direkt einen Drogemextralt, dem wir
nach einem neuen Essigsdure-Ausschiittel-Verfahren erhielten. Ausserdem ist eime
Methode zur quantitativen Bestimmung von Pelargonsiurevanillylamid als Verfil-
schung der Scharfstoffe der Capsicum-Droge beschriebemn.
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