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SUMMARY

Rapid determination of nonylic acid vanillylamide and otker capsaicinoids in Capsicum
fruits and extracts by means of Ag*-complexation high-performance liquid chromato-
graphy

Rapid quantification of nonylic acid vanillylamide in the pungent principle of
Capsicum fruits and extracts is possible by reversed-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC). Separation of the critical pair capsaicin/nonylic acid
vanillylamide is obtained after addition of Az* to the mobile phase, because the
retention time of capsaicin (side chain unsaturated) is selectively shortened. By
means of an internal standard (benzene) and detection at two different wavelengths
(capsaicinoids, 280 nm; standard, 254 nm) determination of caprylic acid vanillyl-
amide, nordihydrocapsaicin, dihydrocapsaicin, decylic acid vanillylamide and homo-
dihydrocapsaicin I 4 II and measurement of the absolute amount of capsaicinoids
is possible at the same time. Ag*-complexation HPLC gives an equivalent or better
precision and reproducibility than gas chromatographic methods. The short time
of analysis and easy manipulations offer great advantages for quality control of
Capsicum fruits and extracts.

EINLEITUNG

Zur Qualititskontrolle von Capsicum-Friichten and -Extrakten ist neben der
Bestimmung des Gesamtcapsaicinoidgehaltes die Ermittlung der Zusammensetzung
des Scharfstoffgemisches notwendig!-2. Grosse Bedeutung kommt dem Nachweis zu
hoher Anteile von Nonylsdurevanillylamid (NSVA) zu, welches kaufig zur Erhohung
des Scharfwertes beigemengt wird!-3-4. Die Trennung und Bestimmung dieser struk-
tureill sehr ahnlichen Verbindungen®-® erfolgte bisher mittels gaschromatographischer

- * Auszugsweise vorgetragen bei den VOCh Chemietagen, 18-19. Oktober 1979, Graz, Austria.
** Korrespondenzautor,
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(GC) Verfahren®#, welche allerdings eine relativ aufwendige Probenvorbereitung
voraussetzten. Mittels einfacher Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie (HPLC)
an “reversed-phase™ Saulen gelang es trotz sonst guter Trennergebnisse bisher

mnhf Cansaicin {C) von NSVA n Lmnnnn’ 8, eine nunntuﬁ-nen!ng war anr untar

Aawendung einer apparativ aufwendigen “off-line” Kopplung mit Massenspek-
trometric moglich®.

Die Auftrennung des kritischen Paares C and NSVA gelingt mit Hilfe der
Dinnschichichromatographie (DC) unter Zusatz von Silbernitrat zur mobilen Phase,
wznn Polyamid- oder mit Tetralin impragnierte Silikagel-Schichten verwendet wer-
den®-°. Wie die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Schomburg!!-!? bzw. von Tscherne
und Capitano®® zeigten, lassen sich auch in der “reversed-phase™ HPLC die
Kapaziiatsfaktoren (k") ungesittigter Verbindungen durch derartige Silbersalzzu-
siatze selektiv beeinflussen. Es lag daher nakhe, die bisher zur Capsaicinoid-Trennung
verwendeten HPLC-Systeme in gleicher Weise zu modifizieren, um eine einfache
und gleichzeitige Bestimmung des NSVA- und Gesamtcapsaicinoidgehaltes zu er-
moglichen.

EXPERIMENTELLES

App 14714

HUSSI_kelts—Chromatozranh Perkin-Elmer 2/2 -+ Rheodyne Injektor (175 zl
Schleife); Detektor Perkin-Eimer L.C 65 T mit Saulenofen; Integrator Perkin-Elmer
M2; Schreiber Perkin-Elmer 023. Szule, LiChrosorb RP-8 (7 gem), 25 cm X 4.6 mm
LD. (Knauer, Oberursel, B.R.D.j.

Bedingungen

‘Bei Mischung der mobilen Phase durch Verwendung von zwet Pumpen: Mobile
Phase, Methanol-Wasser (53:47, v/v), 2 ml/min; Temperatur, 40°. Die Silbersalze
wurden jeweils dem Methanol zugesetzt, 1.2 g AgNQ; oder 1.6 g AgClO, pro 100 m!
Methanol entsprechend 37.4-1073 Mol Ag™ pro Liter gesamte mobile Phase.

Bei Vormischung des Fliessmittels und Verwendung einer Pumpe: Mobile
Phase, Methanol-Wasser (33:47, v/v) + 40.6-1073 Mol Ag* (AgNO; oder AgClO,),
2 mi/min; Temperatur, 50°. ’

Massnabmen zur Yermeidung von Silberabscheidung im HPLC-System: Das
gesamte System wurde nach Beendigung der Analysen (abeads) 45-60 min mit
Methanol-Wasser gespiilt. Zunichst steigerten wir den Methanol-Anteil kontinuier-
lich auf 999, und reduzierten dann in 109/ Schritten auf 19/, um die letzten Reste an
Silbersalzen zu entternen; zusiaizlich erfolgte die Spiilung der Pumpen mit stark er-
hohtem Durchfluss (10 ml/min), wobei das Losungsmittel mitiels eines Dreiweg-
ventils vor der Siule abgeleitet wurde.

Eichung gegen inneren Standard ( Benzol)

Die verschiedenen Reinsubstanzen wie Caprylsdurevanillylamid (CSVA),
C, Nordihydrocapsaicin (NDHC), NSVA, Dihydrocapsaicin (PHC) vund Homo-
dibiydrocapsaicin (HDHC) I + I wurden unter Verwendung von StammlSsungen
in den Mengenverhiltnissen gemischt, wie sie in Drogen und Extrakten vorkommesn,
mit Benzol (Standard) versetzt und so verdiinnt, dass die Konzentrationen denjenigen
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der ProbeneinspritzlGsungen entsprachen. Es ergaben sich folgende, auf Benzol be-
zogene Standardkorrekturfaktoren: CSVA = 0.170, C = 0.182, NDHC = 0.200,
NSVA = 0.191, DHC = Decylsaiirevanillylamid (DSVA) = 0.205 und HDHC
I+ 11 =0.344.

Bestimmung des Einzel- und Gesamtcapsaicinoidgehaltes

Fructus Capsici. 0.500 g Fructus Capsici (Sieb V-OAB. 9) werden in einem
25 mt fassenden Rundkoibchen mit 5 ml Methanol abergossen und auf dem sieden-
den Wasserbad cine Stunde unter Riickfiusskiihlung erhitzi. Nach dem Abkiihlen
setzt man mittels Hamiltonspritze 30-50 ul Benzol zu und spritzt nach gutem Um-
schiitteln 30 gl in den HPLC cin.

Extractum Capsici. 50.0 mg Capsicum-Extrakt werden in 4 ml Methanol
gelost und 30-50 gl Benzol mitiels Hamiltonspritze zugesetzt. Nach gutem Um-
schiitteln werden 30 gl in’ dem HPLC eingespritzi. Die Berechnung erfolgt in der
iitblichen Weise unter Beriicksichtigung der Dichte von Benzol.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Trennung

Ausgangspunkt fir die Versuche zur Trennung der Capsaicinoide mit Hilfe
der Ag*-Komplexierungs-HPLC waren die bisher verwendeten reversed-phase
Systeme mit LiChrosorb RP-8 als Sorbens uad Dioxan— oder Methanol-Wasser
Gemischen als mobile Phasen®. Da Dioxan bei Zusatz von Silbernitrat eine rasche
Abscheidung von metallischem Silber bewirkt, setzten wir die Versuche mit Methanol-
Wasser fort. Zur Erh6hung der Reproduzierbarkeit verwendeten wir nunmehr einen
thermostatisierten SAulenofen, was allerdings eine neuerliche Optimierung des
Systems notwendig machte: Bei Temperaturen von 40, 45 und 50° und Durch-
flussraten von 1, 2 und 3 ml/min wurde im Bereich zwischen 50 und 609 in 1%-
Stufen die Methanolkonzentration im Fliessmittel variiert, wobei der Einfachheit
halber die Zufuhr von Methanol und Wasser mittels zweier getrennter Pumpen
erfolgte. Die Relation von Trennleistung und Analysendauer war bei einer Konzen-
tration von 539, Methanol mit einer Durchflussrate von 2 ml/min und einer Ofen-
temperatur von 40° besonders giinstig {(Fig. 1).

Bei Verwendung von mit Silbernitrat gesiftigtem Methanol konnten wir in
einem ersten Versuch selektiv die Retentionszeit vor Capsaicin verkiirzen. Um die
Belastung des HPLC-Systems mit unndtig hohen Silbersalzmengen zu vermeiden,
war in einer weiteren Analysenserie die zur Trennung notwendige Minimalkonzen-
tration an Silbernitrat zu ermitteln. Dazu verwendeten wir eine Testmischung von
NDHC, NSVA und C gel6st in Methanol, welche wir mit jeweils unterschiedlichen
Silbernitrat-Konzentrationen im Methanol-Anteil der mobilen Phase chromato-
graphierten. Mit zunchmender Silbersalzkonzentration (3.12-1073 bis 37.4-1073 M
in Methanol-Wasser) nahm die Retentionszeit von C liaear ab (Fig. 2), wahrend die
Retention von NDHC und NSVA unbeeinflusst blieb. Bereits bei einer AgNO;-Kon-
zentration von 18.7-1073 A lag NSVA von C bzw. NDHC geirennt vor, dic
volistindige Auftrennung aller drei Komponenten gelang bei einem AgNO;-Gehalt
von 37.4-10-2 A mobiler Phase (Fig. 3). Gleiche Ergebnisse erhielten wir bei Ver-
wendung dquivalenter Mengen an AgClO,.
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Fig. 1. Trennung der Capsaicinoide aus Fructus Capsici mittels reversed-phase HPLC. Saule, 250 x
4.5 mm L.D., LiChrosorb RP-8 (7 um); mobile Phase, Methanol-Wasser (53:47, v/v), 2 mi/min; Tem-

peratur, 40°; Detektion, UV 280 nm.

Im Hinblick auf eine mdglichst allgemeine Anwendbarkeit des Verfahrens
schien es nun zweckmissig, die mobile Phase vorzumischen und iber nur cime
Pumpe zu fordern. Dazu erwies sich allerdings eine neuerliche Modifikation der
HPLC-Bedingungen als notwendig, da wir zunachst bei gleicher Ofentemperatur
(40°) und Ag*-Konz. (37.44-1073 M) stark erhohte k'-Werte und eine deutlich
schlechtere Aufiosung von C und NDHC festsicliten. Dieses Phinomen war mit
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Fig. 2. Retentionszeit (1) von Capsaicin in Abhingigkeit der Ag*-Konzentration in der mobilen
Phase; die romischen Ziffern (I-VII) entsprechen den Chromatogrammen in Fig. 3.
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Fig. 3. Optimierung der Ag*-Konzentration in der mobilen Phase zur vollstandigen Aufirennung
von NDHC, C und NSVA; 1. (C) siehe Fig. 2; S3ule, 250 x 4.6 mm LD., LiChrosorb RP-8 (7 um);
mobile Phase, Methanol-Wasser (53:47, v/v) + Ag* (vgl. Fig. 2), 2 ml/min; Temperatur 40°;
Detektion, UV 280 nm.

B min

z ty (NDHC) = 2220w (konst.)

grosser Wahrscheinlichkeit durch zwei Umstande bedingt: (1) Bei Forderung von
Methanol und Wasser tiber zwei getrennte Pumpen trat Mischungswirme auf, sodass
die mobile Phase mit hoherer Temperatur durch die Siule stromte, als es bei der
Zufuhr von vorgemischtem, auf Zimmertemperatur abgekiihltem Fliessmittel der
Fall ist. (2) Zusitzlich tritt bei der Verwendung des Zweipumpensystems im Mischer
Volumskontraktion auf, was eine gegeniiber der Berechnung héhere Ag*-Konzen-
tration in der mobilen Phase zur Folge hat.

Durch Steigerung der Ofentemperatur auf 50° und der Ag*-Konzentration
auf 40.6-10~> M gelang diec Kompensation beider Effekte. Somit Iasst sich das vor-
geschlagene Verfahren zur Trennung der Capsaicinoide auch mit einfachen, nur mit
einer Pumpe ausgestatteten HPLC-Geraten durchfihren.

Eichung mittels innerem Standard

Die Retentionszeit des bereits frither als Standard verwendeten 1,3-Dinitro-
benzols® wurde durch Ag*-Komplexierung ebenfalls stark verkiirzt, wodurch bei der
Analyse von Capsicum-Extrakten eine Uberlappung mit Begieitstofipeaks auftrat.
Von ciner Reihe gepriifter Substanzen entsprach Benzol am besten den Anforderungen
beziiglich L&slichkeit, Reinheit und Lage im Chromatogramm (Fig. 5), doch erbrachte
die Detektion bei 280 nm (Absorptionsmaximum der Capsaicinoide) relativ geringe
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Messwerte, was eine zu grosse Fehleranfalligkeit des Verfabrens beftirchten liess.
Wir nahmen daher die HPLC-Bestimmung der Capsicum-Scharfstoffe durch Messung
bei zwei Wellenlingen vor, indem wir den ianeren Standard (Benzol) bei 254 nm
und den Bereich der Capsaicinoide bei 280 nm detektierten. Die Umschaltung der
Wellenlinge und Nachjustierung der Nullinie erfolgte jeweils nack Ausdruck der
Peakfliche des Benzols, wobei sich der elektronische Integrator in “Inhibit-"Position
befand, um die auftretenden Storsignale zu unterdriicken (vgl. Fig. 5 und 6).

Die Ermittiung der Korrekturfaktoren bzw. Erstellung der Eichkurven erfolgte
fir jedes Capsaicinoid in dem Konzentrationsbereich, der bei der Analyse von
Capsicum-Friichten und -Extrakten zu erwarten war. Unter Beriicksichtigung der aus
den Eichanalysen berechneten Standardkorrekturfaktoren ergaben sich fir CSVA,
C, NDHC, NSVA, DHC und HDHC I - II jeweils Eichgerade, die durch den
Nullpunkt verliefen (Fig. 4), womit die erforderliche Prazision der Messung ge-
wihrleistet war. Fir die Berechnung des DSVA-Gehaltes in Capsicum-Frichten
und -Extrakten verwendeten wir den Faktor von DHC, da fiir die Eichung nicht ge-
niizend Reinsubstanz zur Verfigung stand.
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Fig. 4. Eichgeraden der Capsaicinoide uater Beriicksichtigung der Korrekturfaktoren (F). Ew =
Fmwaage des Capsaicinoids (mg): A = mg Zuwaage (Benzol)-Flache (Capsaicinoid)- F/Flache
(Beazol).

Nach langerem Gebrauch derselben Siule wurde eine Verdnderung der Stan-
dardkorrekturfaktoren beobachtet, welche wir auf Alterung der stationdren Phase
zuriickfihrten. Es erfolgte daher eine tigliche Uberpriifung, wobei es sich als aus-
reichend erwies, jeweils den Faktor von C zu ermitteln. Die Berechnung der korrigier-
ten Faktorwerte der anderen Capsaicinoide konnte durch Relativierung uiber das
Verhiltnis vom alten zum neuen Faktor fiir Capsaicin vorgenommen werden.

Probenaufbereitung
Im Gegensatz zu friheren Bestimmungsmethoden®-* vereinfachte der Einsatz

der HPLC die Probenaufbereitung erheblich. Capsicum-Extrakte mussten nur in



HPLC VON CAPSAICINOIDEN 107

Methanol gelSst und mit innerem Standard versetzt werden. Dabei erwies es sich
als zweckmiissig, das Benzol mittels Hamiltonspritze zuzusetzen und die entsprechen-~
de Einwaage iiber die Dichte zu errechnen.

Eine Modifizierung war zur Analyse von Capsicum-Friichten nétig, da bei
Zusatz des Standards vor der Heissextraktion merkliche Verluste auftraten (Fliichtig-
keit des Benzols). Wir setzten daher den inneren Standard erst nach der Extraktion zu.

Nachdem das bisher zur Extraktion vom Capsicum-Friichten verwendete
Chloroform*'#!% gleichzeitig mit Benzol eluiert wurde, bot sich nun Methanol an,
welches sich in fritheren Untersuchungen als gleichwertig gezeigt hatte'S. Wegen der
giinstigen Absorptionseigenschaften der Capsaicinoide (E}Z, = 103 bei 280 nm)
konnte der Probenbedarf pro Analyse auf 50 mg Extrakt und 0.5 g Friichte reduziert
werden, was vor allem im Hinblick auf chemotaxonomische Untersuchungen, fiir die
meist nur geringe Probenmengen zur Verfiigung stehen, Bedeutung hat.

Reproduzierbarkeit

Als Mass fiir die Reproduzierbarkeit der Methode wurde die Naherungs-
standardabweichung berechnet!’, wobei wir wegen des grosseren Manipulationsauf-
wandes Parallelbestimmungen von Fructus Capsici heranzogen (Tabelle I).

TABELLEI

CAPSAICINOIDZUSAMMENSETZUNG UND GESAMTCAPSAICINOIDGEHALT EINES
MUSTERS VON FRUCTUS CAPSICINACH VIER UNABHANGIGEN AUFARBEITUNGEN
UND BESTIMMUNG MITTELS Ag*-KOMPLEXIERUNGS-HPLC

Analyse Nr.  Anteil anm Capsaicinoidgemisch (%) Gesamtcapsaicinoidgehalt
(74
C NDHC NSVA  DHC %)
1 57.2 6.0 1.1 357 0.297
2 59.5 6.2 1.2 33.1 0.292
3 57.3 6.4 1.2 348 0.201
4 58.8 6.1 1.0 340 0.284
Mittelwerte 58.2 6.2 i.l 344 0.291

Es ergaben sich folgende absolute Niherungsstandardabweichungen: Gesamicap-
saicinoidgehalt s, = +0.0046; C s, = +1.1; NDHC s, = +0.2; NSVA 5, = +0.1;
DHC s, = +1.1. CSVA, DSVA und HDHC I + II waren in dieser Probe nicht
nachweisbar, doch kdnnen die Werte fiir die Standardabweichung in der gleichen
Grossenordnung angenommen werden. Das Verfahren weist somit eine fir die
Untersuchung biclogischen Materials zufriedenstellende Reproduzierbarkeit auf.

Vergleich mit anderen Verfahren

Fiir diec Besimmung des NSV A-gehaltes in Capsicum-Friichten und -Extrak-
ten stehen nunmehr drei Analysenverfahren zur Verfiigung, welche neben einem
sehr unterschiedlichen Manipulationsaufwand auch verschiedene Messtechniken
erfordern. Wir ermittelten daher mittels Ag*-Komplexierungs-HPLC den Gesamt-
und Einzelcapsaicinoidgehait einiger Muster von Fructus und Extractum Capsici
(Chromatogramme siehe Fig. 5 und 6) und verglichen mit den Ergebnissen ans den
anderen Analysenverfahren.
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Fig. 5. Ag*-HPLC der Capsaicinoide eines mit NSVA verfzlschten Capsicum-Extraktes. Saule,

250 3¢ 4.6 mm 1D., LiChrosorb RP-8 (7 um); mcbhile Phase, Methanol-Wasser (53:47, v/v) +
37.4-1073 X Ag*; 2 ml/min; Temperatur: 40°; Detektion, UV 254 und 280 nm.

Wie Tabelle II zu entnehmen ist, ergab sich eine relativ gute Ubereinstimmung
der einzelnen Werte. Die Ag*-Komplexierungs-HPLC zeigte sich vor zallem fur die
Bestimmung von NSVA als giinstigstes Verfahren, da bei hobher Aufldsung der in-
teressanten Komponenten der Absolutgehalt und die Scharfstoffzusammensetzung
gleichzeitic ermittelt werden kSnnen. Mit Verfabhren B (Glaskapillar-Gaschromato-
graphie der nach Verseifung der Capsaicinoide gewonnenen Carbonsiuremethylester)
gelingt zwar zusatzlich die Erfassung von Homocapsaicin I - II und auch ausserst
geringer Antzile von DSVA und HDHC I + II, doch ist der Zeitbedarf pro
Analyse ca. viermal grosser und die Bestimmung des Gesamicapsaicinoidgehaltes
nicht méglich.

Weiters zeigen die Ergebnisse, wie schon friiher festgestelle?—*, dass in un-

c 20 40 0 rin
Fig 6. Ag*-HPLC der Capsaicinoide aus Fructus Capsici; Bedingungen vgl. Fig. S.
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TABELLE H

ERGEBNISSE EINIGER ANALYSEN VON FRUCTUS UND EXTRACTUM CAPSICE
MITTELS Agt-KOMPLEXIERUNGS-HPLC IM VERGLEICH ZU MESSUNGEN MITTELS
GASCHROMATOGRAPHISCHEN VERFAHREN

Methode: A = Dinnschicht-Chromatographie-Gas-Chromatographie (GC)-Verfahren®; B = Glas-
kapillar-GC der pach Verseifung der Capsaicinoide gewonnenen Carbonsduremethylester®; C =
Ag*-Komplexierungs-HPLC. Fir Abkiirzungen der Capsaicinoide siche Text; HC I+1f = Homo-
capsaicin I+1I.

Probe Methode Anteil am Copsaicinoideemisch (%) Gesamt-
CsvA NDHC NSVA C  DHC DSVA HC  HDHC ?;")“h
I+ I+I
Extrakte
1 A 1 1 40 43 15 - - 3.2
B 0.7 20 363 430 167 14— -z
C 3.8 10 369 461 114 _ — 09 322
2 A 1 — 63 25 1 - = . 65
B 0.7 15 533 310 IL1 is 03 03 —
C 38 06 516 328 92 — — 19 7.72
3 A i 3 31 Py 16 - — 26
B 0.2 i4 220 551 186 15 10 03 —
C 1.9 13 296 497 162 = 2 13 3.08
Frichte
1 A - 79 — 65.1 26.3 — - 0.19
B — 35 1.3 649 295 09 — — —
c — 78 - 674 247 — — — 0.193
2 A _ TR 472 417 - _ 1.2
B 06 139 07 497 345 06 — — _
C 0.8 8.6 1.1 514 340 _ — 39 115

verfilschten Capsicum-Friichten nur geringe Anteile von NSVA am Scharfstoff-
gemisch vorliegen, wahrend die hier untersuchten Extrakte, die aus dem Handel
stammen, sehr hohe Anteile dieser Komponente aufwiesen. Es handelte sich dabei
offensichtlich um Zusitze der synthetisch hergestellten Substanz, welche nicht ent-
sprechend deklariert waren. Das neue HPLC-Verfahren ermoglicht somit die fur
die Qualitatskontrolle noiwendige rasche und genaue Analyse des Capsaicinoidgehal-
tes und der Scharfstoffzusammensetzung in Capsicum-Friichten und -Extrakten.

ZUSAMMENFASSUNG

_Ein neues Verfahren ermdglicht nunmehr auch die rasche Bestimmung von
Nonylsdurevanillylamid in Scharcfstoffgemischen von Capsicum-Friichten und -Ex-
trakten mittels “reversed-phase” Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie. Das
kritische Paar Capsaicin/Nonylsiurevanillylamid kann durch Zusatz von Agt zur
mobilen Phase aufgetrennt werden, da die Retentionszeit des in der Seitenkette unge-
sattigten Capsaicins durch Ag*-Komplexierung selektiv verkiirzt wird. Mittels
innerem Standard (Benzol) und durch Detektion bei zwei Wellenlangen (Capsaici-
noide, 280 nm; Standard, 254 nm) wird auch die Erfassung von Caprylsaurevanillyl-
amid, Nordihydrocapsaicin, Dihydrocapsaicin, Decylsiurevanillylamid und Homo-
dihydrocapsaicin I + I und damit gleichzeitig die Bestimmung des Gesamtcap-
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saicinoidgehaltes ermoglicht. Die neue Methode zeigt sich hinsichtlich Genauigkeit
und Prazision den bisher verwendeten gaschromatographischen Verfahren zumindest
gleichwertig, erfordert aber einen wesentlich geringeren Zeit- und Manipulations-

aufwand, woraus sich eine besondere Eignung fiir die Qualititskontrolle ergibt,
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