
QUA-RWNG VON NONYLSitWREVANILLYLAMID WND ANDE- 
REN CA?SALCLNOLDEN EN SC HARFSTOFFGEMISCHEN VON CMSICW- 
FRtkHEN UND -ZXJRERELTUNGEN DURCH GAS-FLDSSLGCHRO- 
MA’LXXXAPKLE AN GLASKAPLLLARSAULEN 

SUMMARY 

@m@icarion of taonyiic acid vanillyhmide and other capsaicinoti in the pmgent 
principle of Capsim fnrits anti preparations by gas-&quid chromatography on ghs 
capillcvy cozwnns 

A new method allows the determination of the composition of the pungent 
principle in Cap&urn fruits, extracts and plasters employing simple equipment. After 
chromatographic pur&ation of crude extracts the vanihylamine moiety of pungent 
substances is split off by saponification and the resulting carbonic acids are separated 
as their met.hyl esters by gaH.iquid chromatography on an OV-210 glass capillary 
column; the proportion of the carbonic acid methyl esters corresponds to ffie com- 
position of the capsaicinoid mixture. 

With an absolute standard deviation of & 1358 %. determination of the main _ 
wmpoue~ts cqsaicin and dibydrocapsaicin and of minor irrnounts of caprylic acid 
vanillylamide, nordihydrocapsaicin, nonylic acid vanillylamide, decylic acid vanillyl- 
amide, homocapsaicin and homodihydrocapsaicin is possible_ Quadfication of 
nonylic acid vaniUyIamide, which is often 
tions, is of great importance. 

ErMBTuNG 

Natiitiiche Capsaicinoidgemische 

used as adufterant for Capsicum prepara- 

bestehen aus mindestens zwiilf Kompo- 
nenten, van denen zehn in ihrer Struktur gekE.rt werden konnten’. Trotz grossen 
apparativen Am%andes erlauben es in der letzten Zeit publizierte Verf’n nicht, 
die geradkettigen Analogen Cap@, Nonyl- und Decyl~urevanillylamid (CSVA, 
NSVA und DSVA) nachznweisen2-3, unci such mittels Hochleistungs-FlGssigkeits- 
chromatognaphie (HPLC) war es bisher nicht mGglich, NSVA von Capsaicin bzw. 
DSVA van Homocapsaicin I und 11 zu trennerP. Zwar kann dnrch “off-line” 
Kopphmg von HPLC und Massenspektrometrie6 der Anteil der einzelnen Verbin- 
dungen quantitiert werden, fiir Routineanalysen ist dieses Verfahren jedoch zu auf- 
wendig. Vor allem fiir den Nachweis von NSVA, welches, auf synthetischem Weg 
big zug%@ich, h&fig Capsicum-Zubereitungen beigemengt wird’, kommt deshalb 



der herkommkben Gas-ntigamatographie (GLC) der trimethyIsilyIier- 
ten Capsaicinoide an gepacktes S&IerP nach tie YOT grosse Bedeutungzu, obwohl 
sic, bedingt dun& Peakiibc&a~ung_ nur die lkstkrnmg van eber 3% iiegenden 
Ante&n NSVA am ScIxu&offgemi~h zuI%st. Eine Verbessersmg der Tremmng war 
s&on wgezz der dasaus resultierenden ErMhung der AnaIysengenauigkeit~ anzu- 
ZstrebeIl. 

Zu diesem Zweck schien tm besten der Eiinsatz van GIaskapilIarsMen geeig- 
net, doch zeigte sich bereits in den ersten Vorversuchen, dass die capsaicinoide weder 
dir&t noch iiber ihn TrimetbyIsiIyl (TMS)-Deriv&e getrcnnt wcrden kosmteu. AIs 
Almve hot tich ein van Kosuge undFurut$* znm qtitativen Nachweis verwen- 
de&s Verfahren an, bei dem durch Verxifkng der Amidbindung der in aIIen Capsai- 
cinoiden vorhandene Vtiilylaminrest abgespaltet nnd die entstzmdencn Carbon- 
s&ren nach TMetbylienmg gzscbromatcgrapbisch an Golay Q getrennt wurden. 
Neben einer Optimierung der Trcnmmg durch Einsatz von GIaskapiLI&ulen und 
eintr entsprechendea Eichung 1% quantitative AnaIysen, war eine geeignete Proben- 
auIbereitung zu ermittefn, wekhe die Fkstimmung der Scba&oIf!z usammensetnmg 
in Capsicum-Frikhten. -Extrakten und -H&tern erlaubt. 

GerEte. Gaschromatograph, Perkin-Elmer F-33; Integmtor, Perk&Elmer 
M-2; Schxeiber, Perkin-Elmer 56. 

Trennbedingrmgen- Temperatur, Injektor/Flammenionisationsdetektor (FID) 
15@‘, Of= 120”; Brenngase, Wasserstoff S.O,&ynthetische Luft; Tfigergas, Stick- 
sto% 4.6,0.65 m&U; GIaskapcMuIen (Perkin-EImer): Cxbowax 20M und OV- 
210, L&ge, 25 m. 

VergZeichsubstanztm. Caprymure, Pelargons&re ; = NonylsZure) und Caprin- 
s&re (= Dec@%ure) puriss_, Fluka (Buchs, Schweiz); Caps&in (syntbetisch) und 
Dihyd~~psaicin, Merck (Darmstadt, BXD.); weitere Caecinoide bzw. Capsai- 
cinoidfraktioffen vgi. Lit 1. 

Verse$mg der Gzpaiktiidg, Eine Portion VOQ 2-5 mg des Capsaicinoid- 
gemisches oder der Riickstand der mit Methanol-Waser (955) eluierten scharf- 
stof&XItigen Dii~schichtzone werden in eirnem 3-mI Reacti-ViaI (Pierce, Rotterdam, 
HoUand) nit O-3 ml 25% w%sriger Natronlauge vexsetzt und 3 h im AutoHaven 
(“Certoclav”, Gruber & Kaja, Wien, &ten&h) auf 140” erbi*&t. Nach dern Ab- 
ki%len uti mit 10 ml destiliiertem Wasser in einen Scheidetrichter iibergefiibrt, 
vorsichtig mit konz Schwefels&ze angesauert und dreimal tit je 10 mI Iither (per- 
oxidfrci) aus=geschiittelt. Nach Trocknen mit NatriumsuIfat sicc. und AbdestiIIieren des 
&bers verse- man den Riickstand mit lo-u)# ~therischer Diazomet.han&ung bis 
zur bIeibemien GeJbTubung; 1-3~1 werden zur Gascbromatographie verwendet. 

Bezittag van Dr‘crzome than_ Aus N-Methyl-N-~it~o~~d 
(Mezck-Scbucf Darmstadt, B_R_D_) nach De Boer unci Backerzl_ 

Frikkte. 1.0 g Fmcfm Caps&5 (Sieb V-#AB. 9) wird in einem 25ml f-den 
Rundk~Ibcheu mit 10 ml Chloroform ~.a_ iibergosen und aufdem siedenden Wasser- 
bad 1 h unter R~ck&zsskCbhmg erbita. Das F&rat damp& man zmter vermindertem 



Druck zur Trockene ein und nimmt den Riickstand in 0.3 ml Chloroform auf: 
A&rags&ung zur Diinnschichtchromatogtaphie (TLC). 

Fiir die TLC venvendet man EGeselgel ELF--Platten (20 x 20 cm; Schicht- 
dicke, 0.25 mm; lufttrocken]; auf&de Platte kann die gesamtc Auftragsl&ung zweier 
verschiedener Proben mittels einer 500 pl Fhrmiltonspritze strich%rmig aufgetragen 
werden, indem die Schicht in Laufrichtung in zwei Bahnen geteilt wird. Zur Entwick- 
lung stellt man die Platte in eine tit Chloroform-Diathylather (80:20) frisch bc- 
schickte Trennkammer (Laufieit, 40 mm). 

Anschliessend wird die Lage der Capsaicinoid-Zone unter W-Licht (254 nm) 
markiert oder, falls notwendig, die Schicht zum Teil abgedeckt und ein schmafer 
St&fen mit einer 10% methanolischer Liisung von 2,6-Dichlorchinonchlorimid 
(Merck) bespriiht: Die entsprechende Zone wird mit AmmoniakdHmpfen blau. 
Anschliessend kratzt man die nicht besprGhte capsaicinoid%.ltige Kieselgelzoue ab, 
fiiii in eine 25 ml Schliffeprouvette uber, versetzt mit 5 ml Methanol-Wasser (95:5) 
und l%st die Suspension unter h&f&m Umschiitteln 30 min stehen. Danach wird 
zenhifugiert, die iiberstchende Losung in einem 3-ml React&Vial eingeclampfi und 
der R&&stand wie unter “Verseifung der Capsaicinoide” beschrieben weiterverar- 
beitet. 

fiff&ze_ O-1 g Capsicum-Extrakt wird in 500 ~1 Chloroform geliist (= Auf- 
tragsl&ung zur TLC) und wie unter “Friichte” beschrieben aufgearbeitet. 

Ppaster. Ein Pflasterstiick (9 x 6 cm) wird in kleine Streifen zerschnitten und 
nach Entfernen der Abdeckfolie mit lC!O ml 70 oA &hanol I h unter Riickf?usskiihhmg 
erhitzt. Nach dem Abkiilen und Entfernen der Stotfteile dampft man unter vermin- 
dertem Druck zur Trockene ein. Der Riickstand wird mit 20 ml 70% Athanol ver- 
setzt und IO mm zum L&en der Capsaicinoide gut umgeschwenkt. Die Losung 
(Suspension) wird iiber 3.0 g Aluminiumoxide neutral “Woelm” (Aktivitit I, S&rZen- 
durchmesser 1 cm) SItriert und nach dem Nachwaschen tit weiteren 10 ml 70% 
&hsnol unter vermiudertem Druck zur Trockene eingedarnpft Der Riickstand wird 
in 0.4 ml Chloroform ge&t (= Auftragsliisung zur TLC)_ Die weitere Aufarbeitung 
erfolgt wie unter “Friichte” beschrieben; bei manchen Pfiastertypen empfiehlt es 
sich, pro Probe eine ganze Platte (20 x 20 cm) zu verwenden, da die Startfiecke sonst 
nur schwer trocknen 

Amertmg c&r Chromatogrmme. Die Rereehnung der Capsaicinoidzusam- 
mensetzung erfolgt nach der 100 o/Methodel, wobei die korrigierten FlZchenanteile 
der Carbons%.uemethylester den Capsaicinoidanteiien entsprechen. 

Korrekrr&k?oren (vJ$. unter Eichmg). Experimentell ermittelt: Capryl&iure- 
methylester 1.120, Nonyls%uemethylr l_OOO, Decyls&tremethylester 0.844; nach 
N~herungsverfahren bestimmt : 7-Methyloctans&ue 1.050, S-Methyl-6-nonensaure 
0.935, S-MethyInonansWre 0.890, S-MethyK-decens&uc und 9-Methyl&decen- 
Giure (gleiche Retentionszeit) 0.765, S-MethyldecamGure und 9-Methyidecantiure 
(gleiche Retentionszeit) 0.740. Die entsprechenden Capsaicinoide sind Tabelle I zu 
entnehrnen, 

EBGEBNISSE UND DLSKUSSION 

Die durch Verseifung von Capsaicinoiden gebildeten Carbons&ren (J’abelle 



c 

2 

1 



m) kcmuten in Form ibrer Methylester sowohl an OV-210 (Fig. 1) als au& an Garbo- 
wax 2GM (Fig_ 2) Gfaskapilla&iulen gaschromatographisch getrenn~ werden. Unter- 
scbiede ergaben sich binsichtlich der Ehrtionsfolge uud der Analysendauer: Wahrend 
an Carhowax 2OM der Methylester der S-Methyl_6_nonen.&ue mit 1;Tngerer Reten- 
tion-it als die entsprechende ge&ttigte Verbindung registriert wurde, tratcn die 
Verbindungen auf der Silikonphasc OV-210 in umgekehrter Reihenfolge auf; gleiches 
gait fiir die Homocapsaicin bzw_ Homodihydroca~saicin zuxuordnenden Meffiyl- 
ester, dcren isomere Formen jeweils gemeinsam erfasst wurden. 

Eichwzg 
Urn die allgemeine Anwendbarkeit des Verfabrens zu gewtiieisten, musste 

die Rest&mung der Korrekturfaktoren nach einer N5herungsmethode erfolgen, da 
die verzweigten Carbons%nen weder einfach synthetisch zug5nglich noch im Handel 
erh5hhch waren_ Nachdem diese Verbindungen jeweils homologe Reihen darsteilen, 
lag es nahe, iiber die Faktoren der geradkettigen ges~ttigten SIuren auf die Korrek- 
turfaktoren der verzweigten zu schhessen. Wir steilten daher zunichst in einer Ana- 
lysenserie mit vier Eichgemischen die Ansprechempfindlichkeit fur die Methylester 
vou Cap@-, Nonyl- uud Decyls%ue fest, Durch Normierung gegen Konyltiurc- 
methyhzsuzr (Faktor = LQOO) ermittehen wir fir Capkyis%uemethylester einen 
Faktor von 1,120 und Decyls%zremethy2ester einen Wert von 0.844. Zur ErsteIhmg 
der N5herungswerte fGr die verzweigten Carbom%uemethylester schienen grund- 
s&Iich zwei Wege gangbar: Wegen der nahezu ausschliesslichen Kohlenstoffemp- 
findiicbkeit des Flammeuionisationsdetektors komtte augenommen werden, dass 
Carbon&zemethylestem gleicher C-Anzah! gleiche Korrekturfaktoren zugeordnet 
wrzrden so&n, weif Unterschiede im S&tigungsgrad einen nur geringen Einfluss 
au~iiben~~_ Diesc Annabme war jcdoch nur unter der Voraussetzung einer Busserst 
geringen Beeinflussung der Faktoren durch den technischen Aufbau des Gaschroma- 
tographen z&&g. Da sich gerade bei Kapillarsystemen durch unterschiedhche 
Verdampfungsgeschwindigkeiten der ein&nen Verbindungen Divergenzen der Spht- 
verh%nisse nicht vollstindig ausschlicsscn lasscn, wurde versucht, die Faktoren in 
AbhBngigkeit von den Retentionszeiten zu erstellen. Es ergab sich bei Gegenuber- 
stelhmg der logarithmischen Weste der Retentions&ten von Capryl-, NonyE und 
Decyls&uemethykzstezr mit den entsprechendcn experimcnteh ermittcltcn Korrekhu- 
faktoren eine Gcrade, welche die gewiinschte Interpolation zuliess (Fig. 3). Die Rich- 
tigkeit dieser Vorgangsweise konnte bei Analysen von Capsaicinoidgemischen be- 
kannter Zusammensetzung best%& werden. 

Da die van NelsorG3 bzw_ Kosuge und InagakP4 vorgescblagenen Arbeits- 
bedingungen nur fur ptiparative Zwecke ausgelegt waren, gab es zungchst, Reak- 
tionsbedingungen zu ermittehr, welche eine quantitative Spahung der Amidbindung 
erlaubten, Die Ausfuhmng der Reaktion im Einschhzssrohr erschien fiir Serien- 
analysen zu um&ndlicb, weshalb wir die Verscifung der Capsaicinoide in einem 
Autoklaven (140’) vomahmen: die Reaktionsmischung wurde jeweils in 3 ml fassende 
Reacti-Vials eingebracht. Rei Variation der Reaktionszeit (1, 2, 3 und 3.5 h) und 
Laugekonxentration (10, 1.5, 20 und 25Oh ergab sich, dass mit 25% Natronlauge 
each 3 h die Abspahung des Vaniflylamin-Restes voh&ndig is& 



Im zx&hsen Arbeitsgang steIItcn wir bei direkter Versetig van Capsicum- 
Extra&en extrem hohe Cap@- bnv. DecylsSunxmteife @is 45 bzw_ 4O*A fest, 
weWx ke&&lis mit der na.tiirKchen Capsaieino~dverteiIung korrt%ertesP; eine 
Vorreiniguug war daher unumg%@ich. Wir griffea dazu auf das bewShr&P, spiBer 
modifizierte9 TLC-Ve&shren M&k. Die Abtrennung der in Cqsicum-pfi;astern zu- 
s%di& vorhandenen Beggeitstoffe erfolgte, tie friiher vorgesehlagen9, durcb Kom- 
bition von S%ieuchromatographie uud TLC. Die AnaIyse der scharfseoffiu- 
sammensetzung iu Capsicum-FrGchten urrd Zubereitungen konnte dah&r nach Fig. 
4 duschgefii-hrt we&en_ 

. 

Das vorgeschlagene Verfahren we& wie Fig. 4 teigt, eine R&he van Ana- 
lysenschritten auf, die auf den ersteu B&k einen Substanzverhst be%rehten Sassen. 



e j5do&nu~ einc Rktivbestimm~~g de%? CqpakhQide v~~genommerz wird, ist 
eine so&&e GetXkr nur-dumb Manipuh%ionen gegeben, wekhe Etie tats&hEche Zu- 
sammensetzung &desn. Eine demrtige Beei&ussung des AnaIysenergebtisses kann 
w&x dx?uxh die ?x.C no& &.k+zh die Sziuknctiato~e a~uft.&erP, we&a& 
wir uns damuf beschr&&ten, die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit mittds e&s 
geeigaeten Tstge&s bekanntent Cqxaicinoidgebabes zu Eberpriifen, Wir ver- 
wendeten daze Dihydrocapsaicin und das in der Seitenkette unges%igte Ckpsaicin, 
das unter den gegebenen Arbeitsbedingungen (Z-B. Verseifung) im Vergleich zur ge- 
szXtigten Verbmdung durch Zersetzung bedingte Verluste am deuthchsten aufieigen 
so&k% 

I& &miscb van 75 Gew.% ~psaicirr und 25 Gew.% Dihydrocapsaicin 
(DHC) wurde daher vierm.& getnxm~ zutfgearbeiteet und gaschroma~ogmphisch ge- 
messen, Fiir Caps&in fknden wir 75_46%, 7259 “/, 7536 % und 75.00% (Mittel- 
wert = 74.60”%)); die entsprechenden DHC-Werte waren 24.54x, 27.41x, 24.63 % 
und 25.00% (MitteIwert = 25.400/. Die absolute Standardabweichung (&) betigt 
somit & 1_35g”A, woraus sich fiir Capsakin eine relative Standardabweichung van 
& 1.82% und fur DHC von f 5.35 % ergibt. Die relative Standardabweichung be- 
&&t daher fik Hauptkomponenten des Capsaicinoidgemisches im MitteI 5 3.6%. 
Weiters &immen die gefundenen Werte gut mit der vorgegebenen Zuszmm ensetzung 

iiberein, womit eine NF Best&mung biologischen Materials ausreichende R&ision 
gew%rIeistet ist 

Die Ergebnisse der Unttxsuchungen van Friichten typischer Exernplare kul- 
tivierter Capsicum-Sippen (TabelIe II) zeigten, dass sich such mit der neuen Analysen- 
methode ein NSVA-Gehalt unter der bereits friiher gefundenen 3%-Grenze ergibt’. 
Dane.ben liess das Verfkhren nunmehr such die Bestimmung sehr kleiner Anteile van 
DSVA, Homocapsaicin und Homodihydrocapsaicin zu, was vor allem Er die Beant- 
wortuag chemotaxonomischer Fragen Bedeutung besitzt. 

TAWZXEIP 

CZAPSAIaOIDZUSAMh, cINFEtwHTEN KULTIVIERTER CAPSCUM- 
SIPPEN 

1uud2=c@~-aaxanRultmL.var.pmurrun 3 und 4 = Capsfctzm baccamm w.r. pen&&m (Wiid.) 
Erhbaugh, 5 uad 6 = Gqxic~fi~tesc~ L_-Capn‘cum cfnke~e Jacq.-Komplex*s, 7 und 8 = Cop- 
&rurrpubcrcent Ruiz et Pav. Die Abk&amgen der Capsaicinoide sind Tabelle I zu entnehmen, 

Pm&e 
Nr. 

CSVA NDHC 

0.63 13*% 
0.09 835 
- 3.45 
- 3.75 
- 8.35 
05c aJ4 

0.42 3i-G 8.42 

NSVA C DNC DSVA KC:I+II KDHCI+II 

0.67 49.66 
1.80 44.63 
1.29 64.86 
1.24 37.35 
ck35 66.97 
us a_66 
k23 36;s 
1.78 29.78 

3452 
36.02 
29.47 

-g-g 

24cis 
45.97 
46.62 

0.55 
4.17 
0.93 
1.57 
&66 
La 
C&S 
8.61 

- - 
- 4.94 
- - 
- 1.45 
2.32 a42 
zn Lx9 
- 1288 
- 4.38 



r 0.67 2m 3626 4235 16.73 1.35 - - . _ 
2 O-68 l-47 5332 30.97 1lA.B t-89 029 029 
3 a19 1_a 2198 55.05 18.64 f-45 0.94 OS2 
Q- - 326 I.W =ese 5ztst9 25e -- - 

5 0.30 I.59 1.57 67.08 24.91 2.15 X.85 0.55 

hk ~-Rnptiirrm cllpsu2tim 
h’r, 

CSVA NDffC &-SVA C DHC DSVA RCI+ X BDE?CT-kff 

0.12 4.46 il50 
- 3.44 688 
0.14 4.29 0.96 
- iz 5.n 

4.78 
1.07 3-73 4.a 
Is3 3.64 2&95 
- - IO.16 

60.34 
59-42 
68.88 
59.65 
41.21 
61-82 
4856 
60.62 

21.52 0.99 0.84 0.24 
27.77 I.40 0.77 0.31 
24.75 0.55 038 
27.53 1.18 t-z O-20 
dfg53 2.22 -1 
26.16 281 - - 
l&49 0.78 - - 
25.69 353 - 
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