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Abstract

Capsaicinoids are the pungent principles in paprika fruits. They are only found in Capsicum
plants. While the biosynthesis of capsaicin is largely understood, the metabolism and
degradation is still not completely known. A few authors are of the opinion that hot pepper
peroxidases are responsible for the degradation. According to this work different
chromatographic methods for the analysis of capsaicinoids (HPLC with fluorescence and
ELCD and GC with NPD and MS) are compared with each other. From all these methods
HPLC with fluorescence detection is the best method because of its high robustness.
Furthermore a simple and fast method to determine the capsaicinoid contents in paprika
powder and oleoresins were devel oped.

Fresh pepper fruits purchased as one batch showed a wide spread of pungency level when
analysed as individual fruits. The capsaicinoid content of individual fruits from one single
plant harvested at the same time after flowering exhibited a wide range of values (217 to
632 mg/kg) and ratios for the three main components capsaicin (48-59 %), dihydrocapsaicin
(31-37 %) and nordihydrocapsaicin (9-17 %). There was no correlation with colour as an
indication for a different stage in maturity. This observation was confirmed by the analysis of
fruits from a second and third plant grown under identical conditions and for several harvest
times at different stages of maturity.

Due to the above analysis of this heterogeneity of individual fresh fruits the storage of whole
fruits was not appropriate. The capsaicinoid levels were in good agreement when fruits were
minced before analysis or stored as halves. There was a difference in minced and intact fruits
(paprika halves). The capsaicinoid content in fruits of Capsicum annuum decreased within
several days to a level of only 5 % of the starting value, when cells were disrupted by
homogenisation. This decrease was not observed in fruits which were carefully cut into
halves. The reduction of capsaicinoids was depending on temperature and activity of water, so
an enzymatic metabolism is suggested.
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Theoretischer Teil

1 Einleitung

Unter dem Sammelbegriff ,Capsicum” versteht man eine Vielzahl verschiedenartiger
Gewachse der gleichen Pflanzengattung. Botanisch gehdren se zu den
Nachtschattengewachsen (Solanaceae). Als wertgebende Bestandteile besitzen sie die scharf
schmeckenden Capsaicinoide, die roten Farbstoffe, z.B. Capsanthin und Carotin, und
erhebliche Mengen Ascorbinsdure. In Sud- und Mittelamerika waren sie urspringlich
heimisch, heute wachsen sie aber in vielen warmen Landern. Die Form und Grofe der
Stauden und der Frucht, die Bliten- und Fruchtfarbe, der Gehalt an Aroma und Scharfstoffen,
die Ertragshdhe und die Verwendungsmdglichkeiten sind sehr unterschiedlich. Es gibt
wildwachsende und angebaute Capsicumarten mit milden und scharfen, grof3en und kleinen
Frichten. Verwendung finden die Frichte der Capsicum-Pflanzen in frischem, eingelegtem
wie auch getrocknetem und gemahlenem Zustand.

So wie es eine Vielzahl an Sorten der Gattung ,,Capsicum® gibt, existieren auch die
vielfatigsten Bezeichnungen fir diese Friichte. Briicher’ berichtet, da die Franzosen
beispielsweise einige Kultivare ,,Cayenne” nennen, vor alem digenigen, die auf der Zunge
einen sehr scharffen Geschmack hinterlassen. In England wiederum wird die
Kollektivbezeichnung , pepper verwendet, was zu einer Verwechslung mit dem echten
Pfeffer der Gattung Piper nigrum fuhrt. Daftr wird in Mexiko und Nordamerika mehr der
Name ,, Chili“ gebraucht, da die Spanier diese Frucht fur chilenischen Ursprungs hielten. In
Mitteleuropa schliefdlich hat sich die Bezeichnung Paprika und fur die sehr scharfen Sorten
Chili oder Pepperoni durchgesetzt. Aber nicht nur die landlaufigen Bezeichnungen sind sehr
vielfdltig, sondern auch die wissenschaftliche, lateinische Nomenklatur ist es. Das Genus
Capsicum wurde von Linné (1753) geschaffen. Er stellte damals drei Arten auf: Capsicum
annuum, Capsicum frutescens und Capsicum baccatum. Inzwischen sind weitere 30 Taxa
beschrieben worden, einige Autoren zahlen sogar bis zu 100 Namen auf.” Die Zuordnung zu
den einzelnen Arten gestaltet sich aufgrund der Kultivierung und Kreuzung und damit
verbundenen Formenvielfalt jedoch al's fast unméglich.*

Im deutschen Handel ist vorwiegend Capsicum annuum erhaltlich. Er wird als Gemuse- bzw.
Speisepaprika oder Gewdtrzpaprika angeboten. Der Gemisepaprika ist mild bis st im
Geschmack. Es handelt sich hierbei um eine Capsaicinoid-freie Mutante’, die dickwandig und
saftig ist und ihre Wildformen in der Fruchtgrofe um das 500fache tbertrifft. Gewirzpaprika
dagegen schmecken je nach Capsaicinoidgehalt scharf bis sehr scharf. Sie bilden meist
schmale, spitz auslaufende Friichte von 3 bis 15 cm Lange. Aber auch runde oder vierkantige
Formen in verschiedenen Farben (rot, griin, gelb, orange) sind erhdltlich, wobei griine und rote
Frichte Uberwiegen. Das Fruchtfleisch ist fester und dickhautiger als das des Gemuisepaprikas.
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Das Fruchtinnere ist hohl und mit Scheidewanden unterteilt, an denen sich die flachen,
weiRlichen Samen befinden.®

2 Herkunft und Verbreitung der Paprikafrucht

Sella ° berichtet, da3 man Chili in Mexiko seit neuntausend Jahren if, wie Ausgrabungen
gezeigt haben. Es gibt dort mehr als hundert Arten in allen Farben und Formen, die mehr oder
weniger scharf sind. Auf den Antillen findet man die interessantesten Chilisorten, ,,wie zum
Beispiel den dinnen und sehr harten zézio (auch , Vogelchili“ oder ,Vogelzunge* genannt),
den langen zindien, den runden, prallen, und héllisch scharfen bonda a Man Jacques (der
»Hintern von Madame Jacques’), den Kirschen-Chili, den Lampion-Chili und viele andere
mehr. Guayana und die Antillen sind auch Ursprungsort des Cayennepfeffers, der in
Wirklichkeit aus verschiedenen extrem scharfen Chilisorten besteht und heute meist gemahlen
im Handel ist.”

Christoph Columbus entdeckte um 1493 die Capsicumfriichte in Amerika. Im 16. Jahrhundert
brachte dann ein Spanier aus der Neuen Welt einige Samenkdrner oder Setzlinge mit ins
Baskenland. Dann gelangte der Paprika nach Griechenland und in die Turkel. Wahrend der
turkischen Besatzungszeit wurde er zu einer der grof3en Speziditaten Ungarns, wo die Heimat
des milden Paprikas ist, einer ganz besonderen Sorte des Capsicum annuum. Wesentlich
schérfere Sorten wurden in Afrika von Portugiesen und Araber eingefthrt. Der schéarfste und
bekannteste afrikanische Chili ist der pili-pili. Bereits im 16. Jahrhundert wurden
Capsicumpflanzen in Asien von europédischen und arabischen Siedlern und Reisenden
eingefuhrt. In Indien wird der auRerst scharfe Capsicum frutescens angebaut, wobei seine
Produktion die aller Ubrigen Gewtrze bei weitem Ubertrifft. Sowohl milder wie auch scharfer
Paprika ist gemischt mit Kimmel, Nelken, Mgoran und Knoblauch das Hauptgewtrz in
vielen Gerichten und Chilipulvern.’ Der Curry bzw. das Currypulver, die bekannteste
Gewdilrzmischung aus dem ostasiatischen Raum mit sehr scharfem Geschmack, stammt auch
aus Indien. Sie kann neben Gew(irzpaprika aus bis zu 65 verschiedenen Gewiirzen bestehen. ™
In der Provinz Szechuan in China sind die Chilifriichte sogar eéin Synonym fir ,langes
Leben®.®
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3 Scharfstoffe

3.1 Struktur und Verteillung

Die Schéarfe von Gewirzpaprika und Chilis wird durch die Gruppe der Capsaicinoide
verursacht, die ausschliefdlich in den Frichten von Capsicum-Pflanzen gefunden werden.
Daher auch der Name Capsaicin bzw. Capsaicinoide. Chemisch gesehen handelt es sich
hierbei um N-(4-Hydroxy-3-methoxybenzyl)-akylamide, die aus Vanillylamin und geséttigten
und ungesattigten (trans-) Fettsauren abgeleitet werden kdnnen. Die isolierten Verbindungen
kristallisieren in feinen Nadeln und sind farblos.

Ursprunglich hatte man angenommen, dal3 es sich hierbei um nur eine Verbindung handelte.
Wie sich spéter jedoch herausstellte, stammt die Schérfe von einem Gemisch mehrerer, jedoch
sehr ahnlicher Substanzen. Die Hauptkomponenten stellen das Capsaicin (C) und
Dihydrocapsaicin (DC), die zusammen 77 - 90 % des Gemisches ausmachen, sowie das
Nordihydrocapsaicin (NDC) dar (Abb. 1).

H
HO
R= W Capsaicin (C)

)‘\/\/\/\( Dihydrocapsaicin (DC)
o
M Nordihydrocapsaicin (NDC)

Abb. 1: Strukturformeln der Hauptkomponenten eines Capsicumgemisches
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Insgesamt schwanken die prozentualen Gehalte der einzelnen Capsaicinoide jedoch sehr stark,
wie die Ergebnisse einer breit angelegten Studie zeigen.* (Tab. 1)

Anteil am Gesamtcapsaicinoidgemisch (in %)
Capsaicin 33-59
Dihydrocapsaicin 30-51
Nordihydrocapsaicin 7-15

Tab. 1: Prozentuale Anteile der Capsaicinoide C, DC und NDC in Capsicummischungen

Neben diesen drei Hauptkomponenten werden in der Literatur noch eine Reihe weiterer
Capsaicinoide genannt (Abb. 2). Da diese im allgemeinen nur in sehr geringen Mengen (meist
< 5 %) in einem Capsaicinoidgemisch vorkommen, werden sie as Minorcapsaicinoide
bezeichnet.”**® Sogar das Vorhandensein von cis-Capsaicin neben trans-Capsaicin wurde
diskutiert. Cis-Capsaicin konnte bislang jedoch nicht nachgewiesen werden, so dal3
angenommen werden mu, daf? dieses |somer nicht natiirlich in Paprika vorkommt. ** 167

In der Regel werden neben Capsaicin, Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin,
gelegentlich Pelargonsdurevanillylamid (Nonansaurevanillylamid), Homodihydrocapsaicin
und Homocapsaicin bestimmt.

Als leicht synthetisch herzustellendes Capsaicinoid ist Pelargonsaurevanillylamid (PSVA) zu
nennen, das Capsicum-Extrakten zugesetzt werden kann, um kinstlich und billig den
Scharfegehalt zu erhéhen.*®
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3.2 Sensorische und sonstige Eigenschaften

Capsaicin ist 150-300 mal schéarfer als das Piperin des Pfeffers und kann noch in Ldsungen
von 0,05 mg/l sensorisch wahrgenommen werden. Die anderen nattrlich vorkommenden
Capsaicinoide haben eine Scharfe, die bei etwa 50-100 % des Capsaicins liegen™ und
unterschiedlich empfunden werden. Capsaicin und Dihydrocapsaicin  besitzen eine
schneidende und stechende Schéarfe, im Gegensatz zu Nordihydrocapsaicin, dessen Schérfe
am angenehmsten beurteilt wird.?

Die Capsaicinoide werden nicht Uber die Geschmacksknospen wahrgenommen. Die Scharfe
resultiert vielmehr aus einer Irritation der Schmerzrezeptoren, die sich im Mund, in der Nase
und im Magen befinden. Dabei wird eine chemische Botschaft, ein Neurotransmitter,
freigesetzt, der dem Gehirn die Botschaft eines Schmerzes zuschickt. Wiederholte
Capsaicinoidaufnahme desensibilisiert diese Rezeptoren. Dies ist auch der Grund, warum
wiederholter Konsum von scharf gewtrzten Speisen zu einem Gewohnungseffekt fuhren.

Die Freisetzung des Neurotransmitters durch die Capsaicinoide bewirkt die Uberflutung der
Nervenenden mit Endorphinen. Diese Endorphine, die als natirliche Schmerzkiller und
,sichere* Morphine betrachtet werden, gefallen sozusagen dem Korper 2+ %, da sie Schmerzen
stillen und ein psychisches Hochgefiihl erzeugen.

Ein weiterer positiver Effekt von scharfem Paprika ist, da3 die Capsaicinoide die
Herzfunktion und den Kreislauf anregen. Aul3erdem wird durch den Verzehr von scharfen
Speisen das Blut fllssiger, wodurch die Gefahr von Thrombosen, Herzinfarkt und
Schlaganfall reduziert wird. Das Freisetzen des Neurotransmitters verursacht eine
kardiovasculére Reaktion, wodurch die Schweil3ildung angeregt und so der Kérper nicht
Uberhitzt wird. Dies ist auch der Grund, warum in heil3en Landern gerne scharf gegessen
wird.> #* AuRerlich angewandt, bewirken die Capsaicinoide Hautreizungen, verbunden mit
Erwarmung des darunterliegenden Gewebes, was bei Rheumapflastern ausgenutzt wird.?*
Hohe Dosen an Capsaicin (1 mg/kg) wirkten sich allerdings bel Ratten negativ aus, wie
Lindner berichtete. Auch bei kurzer Kontaktzeit im Duodenum oder Magen fihrte dies zu
Schéden der Schleimhaute, wobei die Darmzotten geschwollen, die Kapillaren erweitert und
gestaut waren.® Auch kénnen sich bei Verzehr von capsaicinoidhaltigen Speisen Symptome
einer allergischen Reaktion wie einer laufenden Nase und tréanenden Augen zeigen.?*

Paprika bzw. Paprikapulver schmeckt aber nicht nur scharf, sondern es besitzt auch
bakteriostatische Wirkung, was ebenfalls auf das Capsaicin zurlckzufihren ist. In ener
Verdinnung von 1:10 000 zeigte Capsaicin eine bakteriostatische Wirkung auf mehrere
Bakterienstamme, besonders gegentiber Bacillus cereus und Bacillus subtilis.?® Aber auch von
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gegenteiligen Effekten wird berichtet. Keine bakteriostatische Wirkung zeigte Capsaicin bei
den Stammen St. aureus und E. coli.® Daneben liegt mit dem Capsicidin, eéinem Gemisch aus
drei Steroidsaponinen mit drei Zuckerkomponenten (Glucose, Galactose, Xylose) und zwei
Agluconen, eine weitere bakteriostatisch wirksame Komponente vor. Capsicidin ist im
Gegensatz zu den Capsaicinoiden im Fruchtfleisch und in den Samen angereichert.?’

3.3 Lokalisation

Die Scharfstoffe befinden sich vornehmlich in den Scheidewénden der Paprikafriichte, die bei
uns as Schoten bezeichnet werden. Botanisch betrachtet, handelt es sich aber hierbel um
Beeren, da sie den fleischigen Zustand des Perikarps bis zur Reife bewahren.

Plazenta

Scheidewand

Samen

Fruchtwand
(Perikarp)

Abb. 3: Langsschnitt durch eine Paprikafrucht
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Die Scheidewande haben in der Epidermis schmale, radia gestreckte, dinnwandige
Drisenzellen, an denen zwischen Zellwand und Kutikula ein gelbes, oft kristallinisch
erstarrtes Ol mit den scharf schmeckenden Capsaicinoiden abgeschieden wird.”

Driisenzellen

Vakuolen mit Capsaicinoiden e S
N N\
Epidermiszellen : a_ ‘_ N g
ek O s ALY T Ee i O

Abb. 4. Querschnitt durch den Randteil der Paprika-Fruchtscheidewand mit epidermalen
Capsaicin-Driisen”®

Von den Scheidewénden aus verbreiten sich die Scharfstoffe wahrend der Reife tber alle
Teile der Fruchtwand und in die Samen.> > 28

Die Summenbestimmung® einzelner Bestanditeile einer scharfen Capsicum-Sorte (Capsicum
annuum var. annuum cv. Jalapeno) zeigen dies:

Fruchttell Capsaicinoidgehalt (mg/kg)
Fruchtwand 1,2
Scheidewand 183,7
Plazenta 82,7
Samen 4,5

Tab. 2: Capsaicinoidgehalte (mg/kg) einzelner Fruchtbestandteile auf die einzelnen Segmente

Diese Beobachtungen konnten durch chemische Analysen mit radioaktiv markiertem
Phenylalanin bestétigt werden.*



THEORETISCHER TEIL Seite 9

3.4 Biosynthese

Die Biosynthese der Capsaicinoide in Capsicumfriichten wurde ebenfalls mit Hilfe radioaktiv
markierter Substanzen untersucht und konnte weitgehend geklart werden. 1> 3-%

Die Saurekomponente wird aus L-Valin, L-Leucin oder L-lsoleucin gebildet, das
Kohlenstoffgeriist des Benzylaminteiles stammt aus L-Phenylalanin. Der Einbau des
Stickstoffs in das Vanillylamin erfolgt Gber eine Aminierung des Vanillins, dessen Vorstufen
Ferulasdure, Kaffesdure, p-Cumarsaure und Zimtsaure sind (Abb. 5).

Festzuhalten ist auch, dal3, wenn einmal ein bestimmter Scharfstoff gebildet worden ist, kein
Wechsel in einen anderen mehr stattfindet, d.h. Capsaicin wird z. B. nicht in Dihydrocapsaicin
umgewandelt.*

3.5 Veranderungen wahrend der Reifung

Verschiedene Autoren haben sich mit der Verénderung des Capsaicinoidgehaltes in Friichten
wahrend Wachstum und Reifung befalit.

Schratz und Rangoonwala fanden die hochste Capsaicinoidkonzentration in reifenden
Frichten. Sie beobachteten, dal3 sich dieser Gehalt mit fortschreitender Reife vermindert, was
sie damit begrindeten, dal? kein weiteres Capsaicin gebildet wird, obwohl die Friichte weiter
wachsen 211" 15 K osugue und Inagaki stellten fiir Capsaicin und Dihydrocapsaicin wahrend
der Reifung ein konstantes Verhéltnis fest, d. h. Capsaicin und Dihydrocapsaicin werden von
Anfang an in einem bestimmten Verhatnis gebildet und stellen immer die Hauptcapsai cinoide
dar. Die hdchsten Konzentrationen wurden bei ihnen 30-40 Tage nach der Blite erreicht mit
einer leichten Abnahme nach dem 40. Tag. 2" 15
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Abb. 5: Biosyntheseweg des Capsaicins *°
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Iwai et al. erhielten vergleichbare Ergebnisse. Sie bauten auf institutseigenen Feldern Friichte
der Varietédt C. annuum var. annuum cv. Karayatsubusa, einer sehr scharfen Paprikavarietét,
an. Dabel stellten sie fest, dal? die Capsaicinoidproduktion erst nach etwa 20 Tagen nach der
Blite einsetzt, dann ein Maximum um den 40. Tag nach der Blite erreicht und nach etwa
50 Tagen nach der Bliite abnimmt, wenn eine starke Carotinoidproduktion beginnt.*’ Ein Jahr
spater angebaut, konnten die Capsaicinoide bereits nach 15 Tagen nach der Blite
nachgewiesen werden. Die maximalen Capsaicinoidgehalte wurden hierbei 25 Tage nach der
Bliite gefunden.®® In fritheren Studien untersuchten Iwai et al. den EinfluR von Licht auf den
Capsaicinoidgehalt.® Dabel wurden gekaufte Friichte unter zwei verschiedenen Bedingungen
nachgereift: ein Teil wurde mit Licht bestrahlt, der andere Teil im Dunkeln nachgereift. Die
Frichte dieser Varietdt (C. annuum var. grossum) entwickeln normalerweise kaum Schérfe.
Unter Lichtbestrahlung jedoch konnten bereits um den 4. Tag der Nachreife Capsaicinoide
nachgewiesen werden. Interessant war, dal3 es bei Nordihydro- und Dihydrocapsaicin
prozentual zu einer Zunahme bis zum 10. Tag kam, wéhrend Capsaicin abnahm, so dal3
Capsaicin in den am langsten gereiften Friichten am wenigsten vorhanden war (Tab. 3).

Nachreifung (Tage)
0 4 7 10
Capsaicinoide | mg/kg % mg/kg % mg/kg % mg/kg %
DC nd 0,009 35 0,064 46 0,084 44
NDC nd 0,004 15 0,024 17 0,059 31
C nd 0,013 50 0,052 37 0,047 25

Tab. 3: Capsaicinoidgehalte (mg/kg getrockneter Plazenta mit Scheidewanden) und -muster
unter Lichtbestrahlung nachgereifter Friichte; nd: nicht nachweisbar *

Nordihydrocapsaicin machte nach 10 Tagen 31 % der Gesamtcapsaicinoide aus, wahrend esin
natirrlich gereiften Fruchten nur zu etwa 7-15 % vertreten ist. Wurde im Dunkeln nachgereift,
konnten keine Capsaicinoide detektiert werden. Damit konnte gezeigt werden, dal3 in einer
Nachreifung Licht anscheinend einen Einfluld auf die Scharfstoffkonzentration und das
-muster hat.

Auch Estrada et al. haben sich intensiv mit der Capsaicinoidproduktion wahrend Wachstum
und Reifung befalt.”>** Sie fanden ebenfalls eine Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes
vom Alter der Frichte, wobei sie in den verschiedenen Anbaustudien jeweils dieselbe Varietét
(C. annuum var. annuum cv. Padrén) verwendeten. Sie ernteten alle 7 Tage Friichte,
beginnend vom 14. Tag nach der Blite bis zum 35. bzw. 42. Tag nach der Bllite,
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und untersuchten sie auf ihren Capsaicinoidgehalt. Sie maf3en wenig Capsaicinoide zu Beginn.
Danach nahmen die Scharfstoffgehalte zu. Die maximalen Gehalte wurden Uberwiegend am
42. Tag nach der BlUte gefunden.

Einen zeitlichen Zusammenhang zwischen Scharfstoffgehalt und Alter der Frichte wurde
ebenfalls von El-Saeid *® und Contreras-Padilla® beobachtet. Sie stellten die héchsten
Scharfstoffgehalte um den 45.-50. Tag nach der Fruchtbildung fest.

Auch in Frichten der Varietdt Capsicum frutescens kam es zu einer deutlichen Zunahme der
Capsaicinoidkonzentration vom 20. bis 40. Tag nach der Blite. Er blieb aber dann bis zum
70. Tag nach der Bliite annahernd konstant.”®

3.6 Bedeutung von Peroxidasen fur den Capsaicinoidabbau

Uber den Abbau der Capsaicinoide und vor allem (iber die Reaktionsprodukte herrscht noch
Unklarheit. Vielfach werden Peroxidasen fir den Capsaicinoidabbau verantwortlich gemacht.

Peroxidasen sind Glykoproteine, die je nach ihrem isoel ektrischen Punkt in saure und basische
Peroxidasen eingeteilt werden konnen. Eine Frucht kann verschiedene Isoenzyme mit sehr
unterschiedlichen isoelektrischen Punkten besitzen, deren Zusammensetzung sich wahrend
der Reifung andern kann.** Bei Paprika kann das basische Isoenzym B6 der Peroxidase direkt
in Verbindung mit dem Capsaicinoidmetabolismus gebracht werden, da der Vanillylrest des
Capsaicins leicht durch dieses Enzym oxidiert wird. Die Oxidation des Capsaicins und
Dihydrocapsaicins ist dabei sowohl von der Wasserstoffperoxidkonzentration wie auch vom
pH-Wert abhangig. In Abwesenheit von Wasserstoffperoxid und Peroxidase findet kein
Capsaicinoidabbau statt. Als optimaler pH-Wert fir diese Enzymreaktion wird ein Wert in der
Néahe von pH 6,0 genannt. Ein Wert, der auch meist in den Vakuolen gefunden wird, wo auch
das Capsaicin in den Paprikafriichten angesammelt wird.*" *® Die Zugabe von Antikorpern
gegen Meerettich-Peroxidase filhrt zu einer Hemmung der Capsaicinoxidation.”® Alle diese
Untersuchungen wurden mit kauflichen Capsaicinoidstandards und Peroxidasen, die aus
Capsicum annuum var. annuum-Frichten isoliert wurden, durchgefuhrt.

Pomar et al. zeigte, dal? auch die saure Peroxidase, die im Perikarp lokalisiert ist, Capsaicin
oxidieren kann.™
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Als mogliche Reaktionsprodukte werden Dimere des Capsaicins mit den Hauptprodukten
5,5 -Dicapsaicin und 4°-O-5-Dicapsaicinether und polymere Produkte von ligninartiger
Struktur diskutiert, wobei deren Bildung auf radikalischem Weg vermutet wird. In Abb. 6 ist
der mégliche Reaktionsweg dargestellt.

i i
N

" N
B () 0] )
OCHg OCHg

R R

OH OH
) ) "
N_ _R NYR NTR
0]
POD
_— —
H20;
OCHg OCHg OCH3
H OH

Abb. 6: Mdgliche Reaktionen der Capsaicinoide mittels Peroxidasen (POD) auf
radikalischem Weg™

Contreras-Padilla und Yahia “® haben sich ebenfalls mit dem Zusammenhang zwischen dem
Capsaicininoidabbau und der Peroxidasenaktivitat beschéftigt. Sie pflanzten Paprikafrlichte
an, ernteten zu unterschiedlichen Zeitpunkten (10 - 60 Tage nach der Blite) und halbierten die
Frichte. In der einen Haélfte wurde die Peroxidasenaktividt, in der anderen Hélfte die
Capsaicinoidkonzentration gemessen. Sie stellten fest, dal3 die Capsaicinoidkonzentration
kontinuierlich zunahm, bis sie nach 40 - 50 Tagen ihr Maximum erreichte und dann wieder
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abnahm. Zu der Zeit, als die Capsaicinoidkonzentration begann abzunehmen, nahm die
Peroxidasenaktivitét zu, was fir eine umgekehrte Beziehung spricht.

Weitergehende Untersuchungen sowohl zur Bedeutung der Peroxidasen beim
Capsaicinoidabbau wie auch zur ndheren Charakterisierung der Abbauprodukte liegen jedoch
nicht vor.

Peroxidasen werden auch dafir verantwortlich gemacht, dal3 bereits die Vorstufen der
Capsaicinoide zu Substanzen oxidiert werden konnen, die dann nicht mehr der
Capsaicinoidbiosynthese zur Verfigung stehen und die Frichte somit weniger Schéarfe
besitzen.*

Tateba et al. haben zudem festgestellt, dal’ Riboflavin als Photokatalysator ebenfalls in der
Lage ist, eine Capsaicinstandardiésung zu dem dimeren Produkt 5,5-Dicapsaicin zu
oxidieren.>®

Uber sonstige Abbauprodukte und -mechanismen ist bislang nichts bekannt.

3.7 Einflul® der &ulReren Bedingungen auf den Capsaicinoidgehalt

Neben der genetischen Ausstattung haben auch die aul3eren Bedingungen einen Einfluf auf
den Schérfegrad. Als aul3ere Faktoren sind Temperatur, Licht und Dingung zu nennen. Viele
Autoren haben diesen Einfluf? auf den Capsaicinoidgehalt untersucht.

Die Arbeitsgruppe von Bosland et al. nimmt an, dal3 die &uf3eren Faktoren einen gréf3eren
Einflud auf den Scharfegrad besitzen wie die genetische Ausstattung.>**® Sie pflanzten auf
einem Testfeld (20 x 183 m) Paprikapflanzen an. In diesem Testfeld wurden 5 gleich grole
Reihen (je 1 x 9 m) abgesteckt, in die je 24 genetisch identische Straucher gepflanzt wurden.
Auf den dazwischenliegenden restlichen Flachen des Testfeldes wurden Paprikastraucher
anderer Varietd gepflanzt. Von jeder der 5 Reithen wurden rote Frichte von je drei
verschiedenen, willklUrlich ausgewdahlten Strauchern auf ihren Capsaicinoidgehat hin
untersucht. Sie stellten stark variierende Gehalte zwischen den finf verschiedenen Reihen und
zwischen den drei verschiedenen Strauchern ein und derselben Reihe fest. Einzelne Frichte
ein- und desselben Strauches wurden jedoch nicht untersucht.>® Jurenitsch et al.*? haben
erhebliche Unterschiede zwischen Kultivaren gefunden, die in Gewéachshausern, auf einem
Laborfeld und auf normalen Anbaufeldern angebaut wurden. Die Friichte der Pflanzen vom
Freiland enthielten stets mehr Capsaicinoide als die, die im Gewé&chshaus gewachsen waren.
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Stressvolle Bedingungen, wie einige Tage sehr heilles Wetter, stellen laut Quagliotti die
einfachste Form dar, den Scharfstoffgehalt zu beeinflussen.”” Estrada et al. konnen dies
bestatigen.*® Sie zogen aus Paprikasamen der Varietdt C. annuum var. annuum cv. Padron,
jeweils um einen Monat zeitlich versetzt (von Juni bis Oktober), Straucher, entnahmen alle
7 Tage Frichte (Beginn 14 Tage nach der Bliite bis 42 Tage nach der Bliite) und untersuchten
sie auf ihren Capsaicinoidgehalt. Die niedrigsten Gehalte fand man in Frichten der Straucher,
die im Juni (Ubergang Frihling/Sommer) angepflanzt wurden, die hichsten Gehalte in
Frichten der Straucher, die in den sehr heiffen Sommermonaten August und September
angepflanzt wurden. Auch eine intensive Bewéasserung fuhrt zu einer Zunahme der Schérfe in
den Friichten, ebenfalls von Estrada et al.* und Bosland *® beobachtet. Ebenso wurde ein
positiver Effekt auf den Scharfstoffgehalt durch Mineralienzugabe festgestel1t.**

3.8 Verarbeitung

Die Qualitdt von rotem Chili und Paprikapulver wird von der extrahierbaren Farbe, der
Schéarfe und dem Aroma bestimmt. Zur optimalen Nutzung dieser Eigenschaften missen die
Frichte richtig behandelt und gelagert werden. Traditionell werden die Friichte an der Sonne
getrocknet. Dazu wurden sie friher auf den D&chern von Héusern oder auf dem Boden
ausgebreitet. Da dies alerdings haufig zu Verunreinigungen durch Vogel und Nagetieren
fuhrte, ging man dazu Uber, die Frichte an einer Schnur aufzureihen und an den Mauern zu
trocknen. Diese Art der Trocknung wird vielfach heute noch in Ungarn angewendet. In den
Vereinigten Staaten jedoch ist dies durch industrielle Verfahren abgel st worden, bei denen
man Einfluld auf den Trocknungsvorgang nehmen kann, denn unerwinschte oxidative
Prozesse konnen zu einem Verlust an roter Farbe und somit zu Qualitétsverlusten fihren.>®
Wenn beispielsweise der Feuchtigkeitsgehalt zu schnell reduziert wird, kann dies zu faden
Farben fuhren. Andererseits kann es bei einem zu hohen Feuchtigkeitsgehalt zur
Schimmel bildung kommen, was nattirlich ebenfalls vermieden werden soll.

Zur Herstellung der Paprikapulver werden die Friichte je nach gewlinschtem Schéarfegrad von
Scheidewadnden und Samen befreit. Die weil3en bis hellgelben Samen werden tellweise
gewaschen, um die dort anhaftenden Capsaicinoide zur Verminderung der Schérfe zu
entfernen und, je nach Handelssorte (s.u.), in unterschiedlichen Mengen wieder zugesetzt, da
sie aufgrund ihres hohen Lipidgehaltes (bis zu 30 % Fett) fir eine gleichmaldige Verteillung
der farbgebenden Carotinoide sorgen und so die Farbe des Pulvers vertiefen. Die
Fruchtbestandteile werden vorzerkleinert und bis zu einem Wassergehalt von 4-6 % auf
Bandtrocknern bel 35 bis 40 °C getrocknet. Dann werden diese Stlicke gemahlen. Fir die
Lagerung sollte Paprikapulver einen Wassergehalt von 10-12 % nicht Ubersteigen®® ®!, damit
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eine bestmogliche Qualitétserhaltung hinsichtlich der Farbe gegeben ist und kein mikrobieller
Verderb einsetzen kann.

Die gebrauchlichsten Handelssorten, die lebensmittelrechtlich aber nicht geregelt sind, sind:
Delikate3-, EdelsiiR- und Rosenpaprika.*

Delikatef3paprika wird aus erstklassigen, fehlerlosen und vollreifen Friichten hergestellt, deren
Scheidewédnde und Stiele entfernt werden. Die Samen werden gewaschen und vor dem
Mahlen zu einem geringen Teil wieder zugesetzt. Das Endprodukt ist sehr mild, aromatisch
(mehr stiR}) und hellrot.

EdelsiRpaprika wird ebenso hergestellt, nur enthdt er einen hoheren Anteil an
ungewaschenen Paprikasamen und schmeckt deshalb etwas schéarfer. Aul3erdem st
Edel sti3paprika durch den grofReren Samengehalt und somit héheren Lipidgehalt auch dunkler.

Rosenpaprika ist der schérfste unter den gangigen Handelssorten. Die Scheidewande werden
nicht entfernt, die Samen nicht gewaschen. Sein Geschmack ist deshalb aromatisch mit
charakteristischer, starker Scharfe. Seine Farbe ist dunkel- oder gelblich rot.

Genauso unterschiedlich wie die Herstellungsbedingungen sind, variieren auch die Erntezeiten
in den verschiedenen Landern. Paprikafriichte reifen nicht gleichzeitig, so dal? eine selektive
Ernte von Hand in zwei oder drei Erntephasen notwendig ist.* In Ungarn und Spanien wird
von August bis September geerntet, wahrend in den Vereinigten Staaten die Ernte von
Oktober bis Dezember geht. In Indien gibt es sogar zwei verschiedene Wachstumsperioden.®*

4 Aromastoffe

Die meisten Friichte werden nicht wegen ihrer Schérfe, sondern wegen ihres Aromas verzehrt.
Beim Wurzen mit Paprika sollte man beispielsweise darauf achten, das Pulver nicht ins
siedende Fett zu geben, da der im Paprika enthaltende Zucker sonst karamelisiert und dies die
Farbe und den Geschmack (bitter) beeintrachtigt.*

Bis heute sind mehr als 180 Verbindungen in der fltchtigen Fraktion von sowohl frischem
wie auch verarbeitetem Paprika identifiziert worden.

Die Verbindung 3-1sobutyl-2-methoxypyrazin trdgt bedeutend zum Aroma von frischen
Paprikafriichten bei, da sie den fur Paprika charakteristischen Geruch aufweist und einen
extrem niedrigen Geruchsschwellenwert von 2 ng/l in Wasser besitzt.
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Mit Hilfe der HRGC/Olfaktometrie analysierten van Ruth et al. einen frischen Paprikaextrakt
und identifizierten die Verbindungen 1-Penten-3-on, Hexanal, (Z)-3-Hexenal, Octandl,
2-sec. Butyl-3-methoxypyrazin und  2-Isobutyl-3-methoxypyrazin  as geruchsaktivste
Komponenten.®  Beim Trocknen von Paprika findet eine signifikante Anderung des Aromas
statt, da die karamel-, kakaodhnlichen, ranzigen oder heudhnlichen Aromanoten stark
zunehmen. Erklért wird dies mit einer Zunahme der Verbindungen 2-Methylpropanal,
2-Methylbutanal und 3-Methylbutanal.

Be ener vor kurzem durchgefihrten Studie wurden mit Hilfe der
Aromaextraktverdinnungsanalyse die geruchsaktivsten Komponenten in einem siif3en
ungarischen Paprikapulver mit denen eines marokkanischen  Pulvers  verglichen.
Identifiziert wurden b-lonon (veilchendhnlich), 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
(nach Karamel), 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon (Wiurze-ghnlich), 2- und 3-
M ethylbutansdure (schweildig) und Phenylessigsaure (honigahnlich) als Schitisselaromastoffe.
Mit Ausnahme von b-lonon und den zwei iso-Pentansiuren waren diese Geruchsstoffe bisher
unbekannt in Paprika.®®

5 Farbe

Die grine Farbe der Paprikafrichte stammt vom Chlorophyll, das wahrend der Reifung
abgebaut wird. Die rote Farbe des Paprikas beruht auf dem hohen Gehalt an lipophilen
Carotinoiden (0,12 - 0,35 %), von denen die Xanthophylle zum Teil mit Fettsduren verestert
sind. Die Hauptanteile der roten Farbe liefern das Capsanthin und Capsorubin, die nur in
Paprika vorkommen. Die gelb-orangen Farben stammen hauptséchlich vom b-Carotin und
Violaxanthin. Der Carotinoidgehalt der Frichte nimmt mit zunehmender Reife zu und steigt
nach der Vollreife weiter an. Capsanthin kann in reifen Frichten bis zu 60 % und b-Carotin
bis zu 10 % der gesamten Carotinoide ausmachen.? ° Die Analytik erfolgt meistens per
HPLC.%®

Die Farbintensitédt dient oft als Mal3 fur die Qualitétsbeurteilung des Paprikas. Das
Carotinoidspektrum wird durch Licht und Wéarme unter Sauerstoffeinfluld signifikant
verandert. Dabel ist die Kohlenwasserstoff-Fraktion erheblich empfindlicher as die
Xanthophyll-Fraktion.! Je héher die Temperatur ist, desto schneller kommt es zu einem
Farbverlust. Am ginstigsten ist daher die Lagerung unter Kihlung.?® Aber auch der
Wassergehalt spielt eine Rolle, denn ein zu geringer Wassergehalt (optimal: 10-12 %) kann
die Farbe zu fad machen.®® ©

Zur Férbung von Lebensmitteln (z.B. Wurstwaren, Tiefkihlkost) werden meistens keine
Paprikapulver, sondern die sehr farbintensiven Paprikaoleoresine verwendet, da sie einige
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Vorteile gegentiber dem Pulver bieten. Dies ist beispielsweise die leichte Dosierbarkeit und
vor alem gibt es keine Farbverluste, da die Carotinoidfarbstoffe vor Oxidation geschitzt sind.
Bel einem Paprikaoleoresin handelt es sich um einen flUssigen Extrakt der Paprikafrucht, der
ale Stoffe enthélt, die in der Fettphase |6slich sind. Dieser Paprikaextrakt ist ein viskoses Ol
mit einer intensiv roten Farbe und dem typischen Paprikaaroma.®®

Mit Hilfe eines Verfahrens der American Spice Trade Association (ASTA) wird die
extrahierbare Farbe in einem Acetonextrakt von Paprikapulver bei einer Wellenlange von
460 nm bestimmt. Diese |1&/3 aber nicht unbedingt auf die tatsachlich zu beobachtende Farbe
schlief3en, da hier noch andere Einflusse zu bertcksichtigen sind, z.B. wirkt Wasser
farbvertiefend. Die Farbintensitat wird in ASTA-Farbeinheiten angegeben.®® Ubliche ASTA-
Farbeinheiten fir industriell genutzte Paprikapulver sind 85, 100, 120 und 150.

Zur Beschreibung der Farbcharakteristik eignet sich das CIE-LAB-System (CIE: Commission
Internationale de |"Eclairage). L gibt dabei die Helligkeit der Probe auf einer Skala von
100 bis 0 an. a beschreibt die Lage des Farbortes auf der Rot-Griin-Achse, wobei
positive Werte einem Rotanteil und negative Werte einem Griinanteil entsprechen. b gibt die
Lage auf der Blau-Gelb-Achse an. Ebenso wie bei a stehen positive b -Werte firr blaue
Anteile, negative Werte fiir gelbe Anteile.”

6 Analytik der Scharfstoffe

6.1 Probenvorbereitung

Vor der Analyse missen die Capsaicinoide aus der jeweiligen Probenmatrix extrahiert
werden. Da die Capsaicinoide in verschiedenen Ldsungsmitteln unterschiedlicher Polaritét
l6slich sind, kommen verschiedene Lésungsmittel in Betracht. Haufig wird mit Aceton™ ",
Methanol ®®  oder Acetonitril®*®* extrahiert. Meist erfolgt dies durch eine Soxhlet- oder
RiickfluRextraktion. Daneben sind auch die Extraktion mit Chloroform™ #, Ethanol®® ¥,
Tetrahydrofuran® und Ethylacetat® ! beschrieben worden. Die Extraktion mit Ethanol ist
besonders zu erwédhnen, da dieses Ldsungsmittel schon sehr frih bei der sensorischen

Scharfebestimmung der Scoville-Heat-Units (1912) eingesetzt wurde.*

Meistens wird nach der Extraktion filtriert oder die Lésung wird stehengelassen, bis sich
Schwebstoffe abgesetzt haben und anschlief3end dekantiert.

Je nach Anaysenmethode kann ein weiterer Aufreinigungsschritt notwendig sein, da bei der
Extraktion storende Matrixkomponenten wie Lipide, Sterole und Pigmente mitextrahiert
werden, wobei die Aufreinigung besonders wichtig bei Pulvern geringer Scharfe ist.% % %
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Zwel wesentliche Verfahren sind zu nennen: das eine nutzt die unterschiedliche Loslichkeit
der Capsaicinoide und der Verunreinigungen in ener flussig-flussig-Verteilung
aus.> 7 0. 9L 9 pie andere Aufreinigungsmoglichkeit ist die Festphasenextraktionen
(Solid-Phase-Extraction, SPE).52 %0 93

Ist bel gaschromatographischen Verfahren besonders auf einen wasserfreien Extrakt zu
achten, so ist es bei HPLC-Methoden wichtig, den Extrakt mdglichst im Eluenten zu l6sen,
um Storungen aufgrund unterschiedlicher Elutionsstérke, wie z.B. Tailing der
Analysensubstanzen, zu vermeiden.

Die fliissig-fliissig-Verteilung nach Ethylacetatextraktion (Methode nach Peusch® *%) wurde
zur Bestimmung des Capsaicinoidgehaltes in schérfearmen Pulvern entwickelt. Hierbei
werden 2 g Rosenpaprika bzw. 5-10 g edelsiiRes Paprikapulver mit Ethylacetat (je 10 ml
Ethylacetat pro g Pulver) fur 2 h unter Ruckflul extrahiert. Nach dem Dekantieren des
Losungsmittels und Nachwaschen des Ruckstandes wird das LGsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Da es dadurch gleichzeitig auch zu einer Aufkonzentrierung
unerwinschter Begleitstoffe kommt, wird der dabel zurtckbleibende ©lige Extrakt
anschlief3end insgesamt dreimal zwischen einer Hexan und Acetonitril/Wasser-Phase verteilt.
Nach Zentrifugation wird die wéldrige von der organischen Phase getrennt, die wéldrigen
Phasen werden vereinigt, auf ein definiertes Volumen aufgefillt (10 ml) und ein Aliquot in
dieHPLC injiziert.

6.2 Bestimmungsmethoden

Zur Bestimmung der Capsaicinoide stehen unterschiedliche Verfahren zur Verflgung.
Wurden sie friher, aufgrund mangelnder Differenzierungsmdglichkeiten, in der Summe
bestimmt, so erfolgt heute die Analyse in der Regel als Bestimmung der einzelnen
Capsaicinoidkomponenten. Zu den Summenbestimmungen zdhlen sensorische und
photometrische Verfahren. Einzeln werden die Scharfstoffe mittels chromatographischer
Methoden bestimmt, dies sind die Dunnschicht- (DC) und vor alem Gas- (GC) und
Hochl e stungsf| issigkeitschromatographie (HPLC)
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6.2.1 Summenbestimmungen

6.2.1.1 Sensorik

Eine der ersten Moglichkeiten die Capsaicinoide zu bestimmen, stellte die Sensorik nach
einem Test von Scoville (1912) dar.”? Dieser Test standardisiert die sensorische Priifung bei
den Capsicumfrichten bzw. ihren Extrakten. Die Methode basiert auf der
Schwellenwertbestimmung der ,, Scharf* Empfindung bei verschiedenen Konzentrationen
ethanolischer Capsicumextrakte. Die Angabe erfolgt in ,, Scoville Heat Units‘, wobel eine
Lésung mit 6,38 % Capsaicin 1 Mio. Scoville Units entsprechen.” % Es handelt sich um ein
sehr subjektives Verfahren, da das Scharfeempfinden sehr unprézise und schlecht
reproduzierbar ist. AuRerdem kommt es zu einer schnellen Ermidung des Testpersonals
(sogenannter  Gewohnungseffekt), so dal3 geringe Schéarfeunterschiede nicht mehr
wahrgenommen werden.”® Der Vorteil dieser Methode ist allerdings in einem sehr geringen
Gerdteaufwand zu sehen und eine vorherige Aufreinigung der Proben ist nicht notwendig. Aus
diesem Grund wurde dieser Test 1968 in die offiziellen Methoden der American Spice Trade
Association (ASTA) aufgenommen.®

6.2.1.2 Spektrometrische Verfahren

Die kolorimetrische Bestimmung der Capsaicinoidkonzentration ist die é&lteste
Bestimmungsmethode mit Hilfe von instrumentellen Geréten. Die Capsaicinoide reagieren
mit bestimmten Farbreagenzien (Vanadiumoxytrichlorid, Ammoniumvanadat,
Phosphormolybdanssure, Diazobenzolsulfonsiure) unter Ausbildung von Farbstoffen.™
Hierbel handelt es sich allerdings um sehr unspezifische Reaktionen auf Capsaicinoide, da
Matrixbestandteile ebenso mit den Farbreagentien umgesetzt und so hohere Gehate
vorgetauscht werden. Aus diesem Grund war eine gute Aufreinigung zur Entfernung der
Storsubstanzen besonders wichtig.

Spektrometrische Verfahren wurden zundchst seltener verwendet, bekamen dann aber in
Kombination mit modernen instrumentellen Techniken, wie der HPLC, grof3e Bedeutung.
Dabei wird ausgenutzt, dal? die Scharfstoffe eine charakteristische Absorption im UV-Bereich
aufweisen. Sie zeigen charakteristische Absorptionsmaxima, die in unterschiedlichen
L 6sungsmitteln leicht differieren. In ethanolischer Losung liegt das Maximum bel 229 nm und
280 nm, in methanolischen Extrakten bel 279 nm und in 0,1 N NaOH-L 6sung verschiebt sich
das Maximum auf 248 nm und 294 nm.*

Die Methode 1SO/DIS 7543-1 der International Organization for Standardization hat eine
spektrometrische Methode zur Bestimmung des Capsaicinoidgehates in Chilies und
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Chilioleoresinen herausgegeben®®. Dabei wird der mit Aktivkohle entfarbte methanolische
Probenextrakt zum einen mit Natronlauge akalisch gestellt und zum anderen mit Salzsdure
angesduert. Die Absorption wird dann bei zwel verschiedenen Wellenléngen (248 nm und
296 nm) gemessen. Durch dieses Vorgehen soll das Miterfassen von Coextraktiven moglichst
gering gehalten werden. Die so erhaltenen Mef3werte dirfen nicht mehr als 10 % differieren.
Diese Methode war vor der Einfuhrung moderner Analysenmethoden die genaueste, obwohl
immer noch nicht sichergestellt sein konnte, dal? keine Matrixbestandteile miterfald wurden.
Deshalb war eine grindliche und aufwendige Aufreinigung durch Dunnschicht- oder
Saulenchromatographie notwendig.

Als weitere spektrometrische Methoden sind die Fluorimetrie, die grof3e Bedeutung in
Kombination mit der HPLC erlangt hat, Infrarotspektrometrie und NMR-Spektrometrie, zur
Identifizierung der Capsaicinoide und Massenspektrometrie zur Bestimmung der
M olekulargewichte und chemischen Struktur zu nennen.

6.2.2 Selektive Bestimmungen

6.2.2.1 Chromatographie

Zu den chromatographischen Methoden gehdren u. a die Sdulenchromatographie, die
hauptsachlich zur Aufreinigung der Capsicumextrakte eingesetzt wird.

Weiterhin ist die Papierchromatographie zu nennen. Sie war ene der ersten
chromatographischen Methoden, die es ermdglichte, die Capsaicinoide von Carotinoiden,
anderen Phenolen, Aminosauren und weiteren Storsubstanzen zu trennen und mit Hilfe von
Farbreagentien sichtbar zu machen. Sie besitzt aber heute keine Bedeutung mehr,
ebensowenig wie andere dunnschichtchromatographische Trenntechniken an Silicagel,
Kieselgur, Polyamid oder silberionenimprégniertem Kieselgel. Da diese chromatographischen
Methoden aufgrund moderner Trenntechniken heute kaum noch angewandt werden, sei an
dieser Stelle auf die entsprechende Literatur verwiesen. Eine gute Ubersicht dariiber geben
Suzuki und Iwai.

Mit Weiterentwicklung der instrumentellen Anaytik gewann die Bestimmung per
Gaschromatographie (GC) und Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) immer grofiere
Bedeutung, da hierbei die Capsaicinoide nicht nur in ihrer Summe, sondern auch einzeln
bestimmt werden kénnen.
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6.2.2.1.1 Gaschromatographie

Mit Hilfe der Gaschromatographie wurden die Capsaicinoide zunéchst an gepackten Saulen
nach saurer Hydrolyse und Methylierung tber ihre Fettssuremethylester bestimmt.*® %" Spater
ging man in der Regel dazu Uber, die freien Capsaicinoide ohne vorherige saure Hydrolyse zu
derivatisieren. Daneben gibt es aber auch einige Arbeiten, bei denen die freien Capsaicinoide
in underivatisierter Form bestimmt wurden. Hierbel muféte allerdings bei hohen Temperaturen
(300°C) gearbeitet werden.”” AuRerdem wurde immer wieder ein Tailing der Analyten
beobachtet, was zu einer schlechten Reproduzierbarkeit fihrte und die Auswertung der
Peakflachen erschwerte. Weiterhin wurden aufgrund der Welterentwicklung der GC die
gepackten Saulen 16, 73, 74, 78, 79, 94, 97-99 19, 72, 75, 100, 101

abgel Ost.

mehr und mehr von den Kapillarsaulen

Tab. 4 gibt eine Ubersicht tiber die verschiedenen Bestimmungsmaglichkeiten.

Derivatiserungsreagenz ~ Detektion  Literatur Jahr
Methylierungder Methanol FD 97 1961
Carbonsauren Diazomethan FID 16 1970
(nach Verseifung) FID 19 1980
Methylierung Trimethylaniliniumhydroxid FID 94 1987
(TMAH) 99 1987
Silylierung ____Hexamethyldisilazan FID 79 1971
_____ Trimethylchlorsilan .
N,O-bis(trimethylsilyl) FID 78 1977
__trifluoracetamid BSTFA) ____ MS 74 1984
N,O,-bis(trimethylsilyl) MS 73 1976
acetamid (TMS-BA)
Alkylierung Pentafluorbenzylbromid ECD 101 1988
(PFB)
underivatisiert FID 98 1977
FID 72 1994
MS 100 1996
NPD 75 1998

Tab. 4: Ubersicht Uber die gaschromatographischen Bestimmungsmoglichkeiten der
Capsaicinoide
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Als Detektoren werden in der Regel Fammenionisationsdetektoren (FID) oder
massenspektrometrische Detektoren (MS) verwendet. Jingst zeigten Thomas et al., dal3 eine
empfindlichere Detektion mittels stickstoffspezifischem Detektor (NPD) mdglich ist. Die
Chromatogramme belegen aber durch sehr starke Matrixsignale eine nicht optimale
Selektivitdt.” Die Analyse mittels GC-MS bietet gegeniiber dem FID wiederum den groRen
Vorteil, Uber die Massenfragmente Informationen Uber die Struktur der Capsaicinoide zu
erhalten. Darlber hinaus kann beim Arbeiten im Single lon Monitoring- Modus (SIM) gezielt
nach den fir Capsaicinoiden charakteristischen Molekllfragmenten gesucht werden.
Coextraktive mit derselben Retentionszeit wie die Capsaicinoide aber mit unterschiedlichen
Massenfragmenten werden dabel nicht miterfal3t. Hohere Gehalte werden somit nicht
vorgetauscht.

6.2.2.1.2 Hochleistungsfllissigchromatographie

Die HPLC erlaubt es ebenfalls, die Capsaicinoide einzeln zu bestimmen. Die Probenextrakte
werden hierbel ohne vorherige Derivatisierung direkt analysiert. Das Trennprinzip bel der
HPLC ist im wesentlichen dasselbe wie bei der konventionellen Saulenchromatographie.
Durch den Einsatz von speziellem Tragermaterial, hohen Dricken, sensitiven Detektoren, der
Trenneffizienz, kirzeren Analysenzeit und Automatisierbarkeit bietet sie jedoch grol3e
Vortelle gegentiber der konventionellen Saulenchromatographie. Als Trennsdulen werden
reversed-phase Phasen wie RP-8-Saulen und RP-18-Saulen verwendet. Die Eluenten bestehen
aus Methanol/Wasser- oder Acetonitril/Wasser-Mischungen, die teilweise mit Essigsdure oder
Citronensdure angesduert werden und die meist isokratisch, vereinzelt auch als Gradient
gefahren werden. Die Detektion erfolgte zunachst sehr haufig mit UV-Detektion "® 8 82 82
102110 opiter  auch  mit Fluoreszenzdetektion. Bei der UV-Detektion wird bei einem
Absorptionsmaximum von 280 nm gemessen. Bel der Fluoreszenzdetektion werden leicht
differierende Anregungs- und Emissionswellenlangen genannt. Tab. 5 gibt eine Ubersicht
dariiber.
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Anregungs- Emissions- Eluent Literatur
wellenlange wellenlange
Ex[nm] Em [nm]
280 320 MeCN+H,O+Eisessig 90, 91, 93
(50+50+0,5;v+v+v)
280 316 MeOH/ H,0 (65:35) 111
280 338 A:10Vol-% MeOH in H,0O 112
B: 100 % MeOH
Gradient

10 min A/B (43:57)
10 min A/B (32:68)

229 320 MeOH/ H,0 (1 % HOACc) 50:50 113

270 300 H,O:MeCN:THF:Eisessig 114
(55:40:5:1)

270 330 MeCN/ H,O (40:60) 110

288 320 Gradient von 86

MeCN/Dioxan/HCIO,4/ H,0O
(3+2+0,4+50) bis
MeOH/Dioxan/MeCN
(80+20+10)

MeOH/ H,O/Dioxan/MeCN/ 108
HCIO, (48,4:30,2:13,3:7,9:0,2)
bzw.

A: MeCN/Dioxan/ HCIO4/ H,0
(5,4:3,6:0,7:90,3)

B: MeCN/Dioxan/MeOH
(9:18:73)

Gradient (genaueres s.108)

280 325 MeCN/ H20 (1% HOACc) 40:60 107

Tab. 5: Ubersicht (ber die in der Literatur genannten Anregungs- und
Emissionswellenlangen bei der Fluoreszenzdetektion der Capsaicinoide

Die American Spice Trade Association (ASTA) sieht fir die Bestimmung der Capsaicinoide
sowohl die Detektion per UV bei 280 nm as auch per Fluoreszenz bei Ex 288 nm und
Em 320 nm vor. Da die Fluoreszenzdetektion wesentlich selektiver als die UV-Detektion ist,
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sollte dadurch die Mitbestimmung von unerwinschten Coextraktiven maoglichst gering
gehalten werden. Je nach dem Scharfegrad der Proben wird ein isokratischer Eluent (fur
Capsaicinoidkonzentrationen groRer als 700 mg/kg) oder ein Gradientensystem verwendet.

Auch die International Organization for Standardization (ISO) hat neben der
spektrometrischen Bestimmung der Capsaicinoidkonzentration eine HPLC-Methode
(ISO/DIN 7543-2) mit UV-Detektion herausgegeben, bei der es durch Verwendung eines
silberionenhaltigen Eluenten méglich ist, PSVA von C zu trennen.!® Dies ist mit den o.g.
Eluenten nicht moglich.

Bei der HPL C-Methode mit Fluoreszenzdetektion, die von Peusch® entwickelt wurde, erfolgt
die Quantifizierung durch Erstellung einer Kalibriergerade mit PSVA und externer Eichung.
PSVA und C sind die beiden einzigen Substanzen der Capsaicinoide, die kéuflich und in
ausreichender Reinheit (mindestens 98 %) zu erwerben sind, wobei PSVA gegentber C um
den Faktor 30 preiswerter und deswegen dem C vorzuziehen ist. Peusch stellte fest, dal3 sich
die Responsefaktoren von C und PSVA, gemessen an den Steigungen der Kalibriergeraden,
nur geringfligig voneinander unterschieden, so dal3 PSVA dem Vorzug gegeben wurde.
Gleichzeitig ist der Arbeitsaufwand durch Einsatz nur eines Standards wesentlich geringer, da
fur die Quantifizierung der Capsaicinoide nur eine Kalibriergerade erstellt werden muf3.

Neben der UV- und Fluoreszenzdetektion konnen die Capsaicinoide aufgrund ihrer
phenolischen Struktur auch per elektrochemischer Detektion erfasst werden. Es kommt dabei
zu folgender Reaktion:

H3CO o
m R + HO Dﬂl\ﬂ R 2H" 2e" + CH30H
e
OH H 2 = H + + + 3

Abb. 7: Reaktion der Capsaicinoide bei der elektrochemischen Detektion

Da diese Detektionsmoglichkeit weniger as die beiden erstgenannten Detektionen
gebrauchlichist, wird im folgenden kurz darauf eingegangen.
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Die elektrochemische Detektion unterscheidet sich von der UV- und Fluoreszenzdetektion
dadurch, dal3 bel ihr die Proben in der Mef3zelle chemisch veréndert (oxidiert oder reduziert)
werden. Abb. 8 zeigt einen Querschnitt der Mefizelle beim ELCD.**

Distanz-
maske

Referenzelektrode

Diaphragma

Kontakistift
’ V Auslap
Q? Hilfselektrode
Arbeits- Einlaf (Mef3zellenkorper)
Elektrode

Abb. 8: Mefzellen-Aufbau beim ELCD *°

Zwischen Arbeits- und Referenzelektrode besteht eine konstante Potentialdifferenz, die mit
Hilfe enes Potentiawahlschalters eingestellt wird. Ab enem fir die Substanz
charakteristischen Potential findet eine elektrochemische Reaktion an der Arbeitselektrode
statt, wobel es zu einer Elektronenibertragung kommt. Wird die Probe oxidiert, gibt das
Probenmolekil ein oder mehrere Elektronen an die Arbeitselektrode ab. Erfolgt eine
Reduktion, fugt die Elektrode dem Molekil Elektronen zu. Der Detektor mif3t den durch diese
Elektronentbertragung erzeugten Strom und wandelt ihn zwecks Registrierung in eine
Spannung um.

Das Verhdtnis zwischen dem angelegten Potential und dem daraus resultierenden Stromfluf3
wird in ener Strom-Spannungs-Kurve dargestellt, die auch as , hydrodynamisches
Voltammogramm® bezeichnet wird.

Aufgrund der unterschiedlichen Redoxpotentiale verschiedener Substanzen, kann man den
ELCD als ,Selektivitatsmittel® nutzen, so da3 nur Substanzen in der Probenldsung
elektrolysiert werden, deren Redoxpotential niedriger oder gleich dem der Analyten ist. Alle
Matrixbestandteile, die ein htheres Potential als die Analyten bendtigen, werden nicht erfaldt
und stéren somit nicht im Chromatogramm.

Laut Literatur erhoht sich gegentiber den optischen Detektionsmethoden die Empfindlichkeit
deutlich, so dal? Capsaicin noch bisin den unteren pg-Bereich erfa}t werden kann.**
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Tab. 6 vergleicht die beiden in der Literatur vorgestellten Methoden. Bei der Methode von
Chiang™*’ stand nicht die alleinige Bestimmung der Capsaicinoide im Vordergrund, sondern
die Entwicklung einer einfachen, sensitiven und simultanen Analyse von Piperin und
Capsaicin, die meist zusammen in Lebensmitteln anzutreffen und fir die Schéarfe
verantwortlich sind.

Eluent Spannung  Probenmaterial Konzentrationen, Literatur
Nachweisgrenze

MeCN:H.,0 4555 + 400 mV Kése-, Salsa, 0,4-380 mg/kg der 117
(Phosphatpuffer Tomatensol3e Einzelkomponenten
pH 4,0)
MeCN: H20 + 750 mV Rattenplasma NWG 116
45:55 (100 mmol/I 12 pg/Injektion
KH,POy)

Tab. 6: Ubersicht (iber elektrochemische Untersuchungsverfahren fir Capsaicinoide

7 Zielsetzung

Jurenitsch et al. beobachteten bei verschiedenen, selbstangebauten Paprikakultivaren, dal3 die
relativen Anteile der Capsaicinoide stark schwankten? Sie fihrten dies auf die
unterschiedlichen Varietéten, Herkunft, Reifegrad und Kultivierungsbedingungen zurtick. Aus
diesen Untersuchungen lief3 sich ableiten, dal3 gegentiber den dominierenden Capsaicinoiden
C und DC die Konzentrationsunterschiede bel den Minorcapsaicinoiden weit hoher ausfallen.
Diese konnten deshalb als Authentizitdtsindikatoren fir bestimmte Capsicumsorten und
Herkunft geeigneter als C und DC sein. Da diese Minorcapsaicinoide aber nur in sehr
geringen Mengen vorhanden sind, wird eine empfindliche Analytik bendtigt, die bereits
geringste Mengen reproduzierbar erfaldt und nicht durch Matrixeffekte gestért wird. Mit der
gegenwartig zur Verfugung stehenden HPLC mit Fluoreszenzdetektion zur Bestimmung der
Capsaicinoide C, DC und NDC lag eine robuste und reproduzierbare Methode vor.®

Die Verwendung eines Elektrochemischen Detektors (ELCD) lief3 bei der HPLC eine
gentigend empfindliche Bestimmungsmethodik fir die Minorcapsaicinoide erwarten, da die
Capsaicinoide mittels ELCD um den Faktor von ca 100 empfindlicher als per
Fluoreszenzdetektion bestimmt wurden, was die NWG fir die absolute Menge bis in den
unteren pg Bereich senkte.'® Dies wurde allerdings nur in einer einzigen Arbeit beschrieben
und sollte deshalb nachvollzogen werden.
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Es sollte zundchst an Capsaicinoidstandards und nachfolgend an Paprikapulvern aus dem
Handel ermittelt werden, ob die elektrochemische Detektion im Hinblick auf
Basidinienstabilitét, Nachweisstarke, Linearitdt, Selektivitdt, Reproduzierbarkeit und
allgemeiner Robustheit die Erwartungen erfillt. Durch enen in Serie geschalteten
Fluoreszenzdetektor sollte on-line geprift werden, ob die Daten aus beiden Detektoren
Ubereinstimmen oder ob bel der einen oder anderen Detektion Stérungen durch andere
Matrixbestandteile auftreten.

Mittels stickstoffspezifischem Alkaliflammenionisationsdetektor (GC/NPD) und GC/MS
sollte die Nachweisempfindlichkeit bel gaschromatographischen Arbeiten Uberprift werden.
Mit Hilfe der GC sollte weiterhin eine Moglichkeit zur Verfiigung stehen, um ein Screening
auf bisher unbekannte Capsaicinoide durchzufihren sowie ein Trennverfahren flr einzelne in
der HPLC nur mit hohem Aufwand zu trennenden Capsaicinoide zur Verfiigung stehen.

An Paprikapulvern gesicherter Herkunft sollte neben dem Capsaicinoidgehalt und -muster die
Farbe analysiert werden, um festzustellen, ob diese Parameter als Authentizitétsnachweise fur
Sorte, Herkunft, Erntejahr etc. nutzbar sind.

Zur Untersuchung der Farbe bel den Paprikaproben sollte der Gesamtfarbstoffgehalt nach der
ASTA-Methode photometrisch und die Farbcharakteristik tiber CIE-Lab -Werte ermitteln
werden.

Im Laufe der Arbeit verschob sich aufgrund der erzielten Ergebnisse der Schwerpunkt der
Arbeit von Paprikapulver auf frische Gewirzpaprika. Die Studien konzentrierten sich dabel
auf die Stabilitét der Capsaicinoide in intakten und zerkleinerten Friichten bei verschiedenen
L agerbedingungen. Weiterhin wurde die Entwicklung der Capsaicinoidgehalte wahrend der
Reifung (eigene Anbaustudie) untersucht.
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Experimenteller Teil

8 MelRmethoden

8.1 Hochleistungsfliissigchromatographie

Die von Peusch® entwickelte reversed-phase HPL C-Methode mit Fluoreszenzdetektion sollte
an eine elektrochemische Detektion angepal3t werden.

Bestimmt wurden bei Peusch die drei Capsaicinoide Capsaicin (C), Dihydrocapsaicin (DC)
und Nordihydrocapsaicin (NDC). Die Trennung erfolgte auf einer reversed-phase Trennsaule
(LiChrosphera RP-18 e, 5 pm, 250 x 4 mm) bei Raumtemperatur mit einem angesiuerten
Acetonitril/Wasser-Eluenten (MeCN+H,O+Eisessig; 50+50+0,5; v+v+v).

Zu beachten ist, da3 bel den so gewdhiten Bedingungen keine Trennung von
Pelargonsaurevanillylamid (PSVA) von Capsaicin moglich ist. Das Signal von C setzt sich
aso immer aus C und PSVA zusammen und wird deshalb im folgenden, wenn nicht
besonders erwahnt, nur als C bezeichnet. PSVA spielt aufgrund seines geringen Anteils, der in
der Literatur mit Konzentrationen zwischen 1,5 - 4,6 % beschrieben wird”, nur eine
untergeordnete Rolle beim Gesamtcapsaicinoidgehalt. Detektiert wurde mit einem
Fluoreszenzdetektor bei | g= 280 nm und | g= 320 nm.

Die Quantifizierung erfolgte durch externe Eichung an PSVA .

C/PSVA
DC
NDC
AN HomoC
DSVA Homo Homo
DCI DC I

0 5 10 15 20 25 30

Zeit (min)

Abb. 9: Chromatogramm eines Paprikaextraktes aus frischen Frichten (RP-18 e, 5 um, 250 x
4 mm D, mobile Phase: MeCN+H,0O+ Eisessig (50+50+0,5; v+v+V), Flurate 1 ml/min
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8.1.1 Aufnahme hydrodynamischer Voltammogramme

Die in der Literatur angegebenen Potentiae fur die Capsaicinoidbestimmung mittels ELCD
weichen stark voneinander ab. Chiang™’ arbeitete bei 0,4 V, wahrend Kawada et al.''
0,75 V nutzte (Tab. 6, S 27). Daher waren zundchst eigene Untersuchungen notwendig, um
durch die Aufnahme von hydrodynamischen Voltammogrammen, das optimale Potential
(maximales Signal/Rauschverhdtnis) fir die Capsaicinoidbestimmung festzustellen.
Bestimmt wurde dabel der resultierende Strom in Abhéngigkeit vom angelegten Potential
direkt im Eluat der Trennsaule. Variiert wurde das Potential im Bereich von 0,5V bis 1,05V
(Ag/AQCl). Als Standardldsungen fur die HPLC wurden Capsaicin (C) und ein Gemisch von
Pelargonsaurevanillylamid (PSVA) und Dihydrocapsaicin (DC) mit einer Konzentration von
ca. 7 ng/10 pl verwendet. Diese drei Capsaicinoide wurden gewahlt, um festzustellen, ob
deren Responsefaktoren identisch sind, so dal3 wie bei der Fluoreszenzdetektion nur eine
Substanz fur die externe Eichung bendtigt wird. Capsaicin konnte nicht zum Gemisch aus
PSVA und DC dazugegeben werden, da es nicht von PSVA getrennt wird.

Dain der Literatur Potentiale von 0,4 V und 0,75 V genannt waren, wurde, als Kompromil3,
mit einem Potential von 0,5 V begonnen. Erst ab einem Potential von 0,6 V konnte jedoch ein
Signal beobachtet werden. Aus diesem Grund wurde auf das Einstellen noch niedrigerer
Potentiale verzichtet. Die Messungen der Capsaicinoide zeigten eine sehr schwach
ausgepragte Plateau-Region bei 0,85 bis 0,95 V. Zwischen 0,95 V und 1,05 V nahm der
Basidlinienstrom stark zu, so daf3 auf Untersuchungen bel noch hoheren Potentialen verzichtet
wurde.

90 —+ &

75 +

45 1 o

Strom nA

X
30 4 PSVA

[m]

15 + C

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
Potential V

Abb. 10: Hydrodynamische Voltammogramme der Capsaicinoide tiber den Bereich von 0,6
bis1,05V
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Abb. 10 &1t erkennen, dal3 mit zunehmendem Potential der Analytstrom anstieg. In derselben
Richtung nahmen jedoch auch der Grundstrom sowie das Grundrauschen zu, wahrend die
Stabilitét der Basidlinie stark abnahm. Um diesen Effekt zu beriicksichtigen, wurde der
Quotient zwischen Analytstrom zu Grundstrom gebildet und als Response dargestellt. Dabei
ist ein Maximum bei 0,9 V festzustellen (Abb. 11). Bei diesem Potential wurden alle weiteren
Messungen durchgefihrt.

1,15
(D)
o —X—PSVA
(@)
o —0-DC
D —A—C
o
1 ! ! ! 1 |
0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1

Potential V

Abb. 11: Darstellung des mit dem elektrochemischen Detektors erhaltenen Responses als
Quotient von resultierendem Strom (Analytstrom) zu Grundstrom im Bereich von 0,6 bis
1,05V

8.1.2 Quantifizierung

Zur Bestimmung der im Vergleich zur Fluoreszenzdetektion laut Literatur'® erhohten

Empfindlichkeit der elektrochemischen Detektion wurden Kalibriergeraden von PSVA, DC
und C im Bereich von 0,4 bis 23 ng pro Injektion (Dreifachinjektionen) durch sequentielle
Anordnung von Fluoreszenz- und el ektrochemischem Detektor aufgenommen.

In den Abb. 12 und Abb. 13 sind die jewelligen Regressionsgeraden dargestel|t.
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Abb. 12: HPLC/Fluoreszenz-Detektion:  Regressionsgeraden der  Capsaicinoide
Capsaicin (C), Pelargonsdurevanillylamid (PSVA) und Dihydrocapsaicin (DC); Mittelwerte
aus Dreifachinjektionen
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Abb. 13: HPLC/ELCD-Detektion: Regressionsgeraden der Capsaicinoide Capsaicin (C),
Pelargonsdurevanillylamid (PSVA) und Dihydrocapsaicin  (DC); Mittelwerte aus
Dreifachinjektionen
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Bel der Fluoreszenzdetektion besitzt Capsaicin die grofite Geradensteigung, wahrend es beim
ELCD Pelargonsaurevanillylamid ist. Die niedrigste Geradensteigung weist bei beiden
Detektionsarten Dihydrocapsaicin  auf. Die Geradensteigungen von PSVA und C
unterscheiden sich nur geringfligig voneinander, so dal? bei beiden Detektionsmethoden eine
externe Eichung nur mit PSVA mdglich ist.

Schon bei der Darstellung des Responses bei der elektrochemischen Detektion (Abb. 11) fallt
das etwas schlechtere Ansprechverhalten des Dihydrocapsaicins gegeniber den anderen
beiden Capsaicinoiden auf. Der Grund dafir ist darin zu sehen, dal3 nur die Standards PSVA
und C in sehr hoher Reinheit (mindestens 98 %) kauflich zu erwerben sind. DC liegt in einer
Reinheit von mindestens 90 % vor. Dies wurde aber bel der Berechnung der einzelnen
Konzentrationen nicht berlcksichtigt, muifte jedoch fur quantitative Bestimmungen
entsprechend korrigiert werden. Da aber im Verlauf der weiteren Arbeit nicht mit DC sondern
nur mit PSVA as Kalibrierstandard gearbeitet wurde, wurde diese Korrektur hier unterlassen.

Uber die Statistiksoftware KALIBOC ™ wurde die Nachweisgrenze as Dreifaches der
Verfahrensstandardabwei chung berechnet (Tab. 7).

Detektionsprinzip | PSVA DC C
Fluoreszenz 0,42 ng 0,51 ng 0,40 ng
ELCD 0,49 ng 0,55ng 0,72ng

Tab. 7. Nachweisgrenzen fur die Capsaicinoidstandards PSVA, DC, C be
Fluoreszenzdetektion und €l ektrochemischer Detektion

Wie aus den Resultaten erkennbar ist, stimmen die Nachweisgrenzen (NWG) bel beiden
Detektionsmethoden trotz groflerer Flachen beim ELCD (Faktor 3) fast Uberein. Mittels
elektrochemischer Detektion lief3 sich, zumindest mit dem eingesetzten Gerdt, nicht
empfindlicher als per Fluoreszenz messen.

Die Nachweisgrenzen, die in der Literatur™® fiir den ELCD genannt werden, konnten nicht
bestétigt werden (Tab. 6, S. 27).

Zur Feststellung des linearen Mef3bereiches wurde der Quotient aus den Peakfldchen zum
absoluten Gehalt der jeweils injizierten Standardsubstanz gebildet und dies zur
Veranschaulichung graphisch dargestellt (Abb. 14). Im Idealfal sollte sich eine Parallele zur
x-Achse ergeben bzw. der y-Wert lber den gesamten Mefdbereich konstant sein, da mit
zunehmender injizierter Menge proportional die Peakflache ansteigen sollte.
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(injizierte Menge ng) = Peakflache - Achsenabschnitt _ S
yun geng) = injizierte Mengeng * 10000 M

Zur besseren Ubersicht wurde durch 10 000 geteilt.
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Abb. 14: Uberpriifung der Linearitat des Mef3bereiches durch Auftragung des Quotienten aus
Sgnalflache und injizierter Menge (SM) gegen die absolut injizierte Menge fur eine C, DC
und PSVA-Sandardsubstanz, a) Fluoreszenzdetektion b) Elektrochemische Detektion;
Mittelwerte aus Dreifachinjektionen
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Wie man sieht, ist der lineare Bereich bei beiden Detektionsmethoden Uber den gewahiten
K onzentrationsbereich gegeben. Lediglich bei sehr geringen Konzentrationen (< 0,7 ng) ist bei
der Fluoreszenzdetektion die Linearitét nicht mehr befriedigend.

8.1.3 Analysevon Pulvern

Die Selektivitét beider Detektionsarten wird aus den Resultaten der Aufarbeitungen von
capsaicinoidreichem Rosenpaprikapulver (95 mg/kg) und capsaicinoidarmem Edel stil3-Pulver
(3,3 mg/kg) erkennbar. In den Vergleichschromatogrammen, die durch sequentielle
Anordnung von Fluoreszenz- und elektrochemischem Detektor erhalten wurden, stellt man
fest, dal3 der ,Matrixpeak” am Anfang der Chromatogramme bei der elektrochemischen
Detektion wesentlich grof3er ist als bei der Fluoreszenzdetektion. Dies zeigte sich besonders
bei milden Pulvern und fuhrte somit zu einer Beeintrdchtigung der Auswertung, da die
interessierenden Analyten sich auf der auslaufenden Flanke des ,Matrixpeaks* befanden und
somit nicht reproduzierbar integriert werden konnten (Abb. 15).

8.1.4 Fazit

Die Detektion mittels elektrochemischen Detektors erfillte hinsichtlich der Nachweisstarke
nicht die an sie gesetzte Erwartung. Eine um den Faktor 100 verbesserte
Nachwei sempfindlichkeit gegenliber der Fluoreszenzdetektion konnte nicht erreicht werden.
Bel beiden Detektionsarten waren die Nachweisgrenzen, die im oberen pg-Bereich lagen, und
der lineare Mef3bereich vergleichbar.

Beim ELCD wurden zudem mit fortschreitender Messung der Grundstrom und die
Peakflachen geringer. Diese Probleme konnten durch Reinigung der Arbeitselektrode und
Distanzmaske und ggf. Erneuerung des Eluenten geldst werden. Zusétzlich wurde wéhrend
der Untersuchungen eine leichte Verschiebung des Responsemaximums von 0,90V auf
0,87 V festgestellt.

Da die elektrochemische Detektion gegentber der Fluoreszenzdetektion keine Vorteile
hinsichtlich Nachweisstérke, Reproduzierbarkeit und vor alem Robustheit lieferte, wurde im
Laufe der weiteren Arbeit per Fluoreszenz gemessen.
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Abb. 15: Chromatogramme von Rosenpaprikapulver; 95 mg/kg (a) und Edelsif3-
Paprikapulver; 3,3 mg/kg (b)

Peak Nr. 1: Nordihydrocapsaicin, 2: Capsaicin, 3: Dihydrocapsaicin

8.2 Gaschromatographie

Es sollte eine GC-Methode fir Capsaicinoide entwickelt werden, die zum einen als
Screeningmethode auf bisher unbekannte Capsai cinoide dienen sollte. Zum anderen sollte mit
nur geringem Aufwand eine Alternative zur HPL C-Methode beziiglich Robustheit und NWG
etabliert werden.
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8.2.1 Methodenentwicklung fur die Detektion mittels stickstoffselektivem
Detektor

Anstelle des sehr haufig eingesetzten Flammenionisationsdetektors (FID; Tab. 4, S 22) wurde
ein Stickstoff/Phosphor-spezifischer Detektor (NPD) gewéhlt, da dessen Empfindlichkeit fir
Stickstoff gegeniiber Kohlenstoff (FID) ca. um den Faktor 10 000 hoher ist™® und so auch
Bestandteile, die nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden sind (Minorcapsaicinoide),
erfaldt werden konnten.

An einer unpolaren Saule (100 % Dimethylpolysiloxan; Ultra-1, 25 m, 0,2 mm [.D., 0,11 um
Schichtdicke) liefien sich die Capsaicinoide nicht trennen. Mit einer schwach polareren Saule
(95 % Dimethyl-5 % diphenyl-polysiloxan; HP 5, 25 m, 0,32 mm |.D., 0,17 um Schichtdicke)
gelang dagegen die Trennung. Allerdings waren die Peaks fir die GC relativ breit (Abb. 16)
und im Laufe der weiteren Messungen trat vor alem bei niedrigen Konzentrationen ein
Tailing auf (genaueress. 8.2.5, S 42).

% .22 NDC

) 3 .34 CiVA ¥ A7 PSVA

=442 PDC

11 .35 DSVA

Abb. 16: Kapillarchromatographische Trennung der Capsaicinoide NDC, PSVA, CiVA, C,
DC, DSVA, Detektion per NPD
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8.2.2 Quantifizierung

Die Quantifizierung der Capsaicinoide erfolgt Uber eine externe Eichung. Bei der HPLC wird
dafir PSVA verwendet.

Da bei der gaschromatographischen Bestimmung mittels NPD nicht bekannt war, ob das
Responseverhalten von PSVA und C gleich ist und somit nicht sichergestellt war, ob eine
externe Eichung nur mit PSVA erfolgen konnte, wurde der Response fur beide Substanzen
bestimmt. Dazu wurde eine Kalibriergerade mit sieben unterschiedlich konzentrierten
Standardlésungen hergestellt. Jede Losung wurde dreimal injiziert (bzw. eine Konzentration
nur zwei Mal). Aus diesen je 20 Datenpunkten wurde je eine Kalibriergerade erstellt.
Dabel wurden die Peakflachen aus den Quotienten von PSVA bzw. C und
2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin  (TRI, s. 824, S 40) as interner  Standard
(= Peakflachenverhdltnis) gegen die injizierte Menge [ng] aufgetragen (Abb. 17).

27 PSVA: y = 1,0084x - 0,0695
C: y=0,9068x-0,1188

L 2 4
L 2 42

..H
ol
|
\

Peakflachenverhaltnis
[Capsaicinoid/Tri]
|_\

0 0,5 1 1,5 2

Injizierte Menge ng
Abb. 17: PSVA und C-Regressionsgeraden nach GC/NPD-Detektion
Wie aus der Grafik ersichtlich, weichen die Regressionsgeraden von PSVA und C etwas

voneinander ab. Dies &% darauf schlief3en, dald verschiedene Capsaicinoide leicht
unterschiedliches Responseverhalten aufweisen. Um dieses leicht unterschiedliche
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Responseverhaten zu berticksichtigen, mufe demnach fir jedes zu bestimmende
Capsaicinoid einzeln eine Kalibrierung vorgenommen werden. Wie bereits erwahnt, sind nur
PSVA und C in ausreichender Reinheit kéuflich zu erwerben. Die Erstellung einzelner
Kalibriergeraden wére also mit einem erheblichen Arbeitsaufwand verbunden, da einige
Capsaicinoide synthetisiert werden mifdten. Um Aussagen dartber zu treffen, ob sich die
Bestimmung der Capsaicinoide grundsétzlich per Gaschromatographie eignet, ist jedoch eine
aleinige Kalibrierung mit PSVA zunéchst durchaus geeignet.

Zur Uberprifung der Linearitat wurde der Quotient aus dem Signal/ng als

adPeakflache Capsaicinoid 0 Achsenabschnitt
&  Peaklache TR o

injizierte Menge ng

Quotient Signal /ng =

gegen dieinjizierte Menge in ng aufgetragen.

Wie Abb. 18 zu entnehmen ist, war fir den gesamten Mefdbereich keine befriedigende
Linearitét zu erzielen.

15 +
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s :
S 11—+ 38 o
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>
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Abb. 18: Uberprifung des linearen Mef¥bereiches bei der GC/NPD-Detektion
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8.2.3 Bestimmung der Nachweisgrenze (NWG)

Die Bestimmung der NWG as Dreifaches der Verfahrensstandardabweichung erfolgte Gber
das Auswerteprogramm KALIBO? '8 (Tab. 8).

PSVA | C
020ng |  030ng

Tab. 8: NWG fir die Capsaicinoidstandards PSVA und C bei der GC/NPD-Detektion

Diese NWG liegen geringfiigig unter den NWG, die per HPL C/Fluoreszenzdetektion erhalten
wurden (Tab. 7, S 33).

8.2.4 Wahl eines geeigneten internen Standards

Bel den vorausgegangenen Versuchen wurde 2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin (TRI) als interner
Standard verwendet (Abb. 19). Diese Substanz war jedoch nicht optimal, da es eine spéte
Retentionszeit (3 min hinter den Capsaicinoiden) aufwies. Zudem war es notwendig, die
Ofentemperatur von 230 °C auf 290 °C zu erhohen (die Capsaicinoide wurden bei 230 °C
eluiert). Dies fuhrte zu einem Anstieg der Basidinie und erschwerte die Auswertung.
AuBerdem ist TRI nur in wenigen Losungsmitteln l6slich, so dald man bel der weiteren
Probenaufarbeitung stark eingeschrankt ist. Gut ist es in Cyclohexan/Aceton (1+1; v/v)
|6slich, schlecht dagegen in Methanol.

silihe

Abb. 19: Strukturformel des 2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin (TRI)
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Aus diesen Grunden wurde nach einer anderen Substanz gesucht. Ein geeigneter Standard
sollte moglichst kauflich zu erwerben sein. Die Substanz mufdte ein Stickstoffatom enthalten
und sollte idealerweise eine @hnliche Struktur wie die Capsaicinoide, jedoch keine
phenolische Hydroxylgruppe aufweisen, da anzunehmen war, dal3 diese fur das Tailing der
Analyten verantwortlich ist (genaueres s. 8.2.5, S. 42). Weiterhin durften keine Halogenatome
vorhanden sein, da diese die Detektion mit dem NPD sehr empfindlich stéren. Es kann dabei
zu ,negativen“ Signalen und Empfindlichkeitsverlusten kommen. Die Retentionszeit des
Standards sollte weiterhin nahe genug an den zu trennenden Capsaicinoiden liegen, um die
Dauer eines Chromatogramms nicht unnétig zu verlangern. Dabel darf es allerdings nicht zu
Uberschneidungen kommen.

Verschiedene verfligbare Substanzen wurden getestet, die aber alle weitaus ungeeigneter as
TRI waren (Tab. 9).

Substanz Retentionszeit (min) Bemerkung
Piperin 15,20 spate Retentionszeit
2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin 14,16
Coffein 3,52
Nonylamin 3,48 bei realen Proben liegt der
1-Methyl-1-phenyl-2- 311 Peak im Bereich der
pyrazolin-5-on Matrixpeaks
Triazol 3,02
Phthalimid 3,04
Methylrot es waren mehrere Peaks

vorhanden

Tab. 9: Alsinterne Standards gepr Ufte Substanzen; die Capsaicinoide wiesen Retentionszeiten
von 9 bis 11 min auf

Daher wurde nach einer Verbindung gesucht, die einfach zu synthetisieren war. In Frage kam
Laurinsdurebenzylamid (LsBA). Dies kann durch Reaktion von Dodecylsdurechlorid
(Laurinsaurechlorid) mit Benzylamin dargestellt werden (Abb. 20). Die ldentitéts- und
Reinheitsprifung erfolgte durch Gaschromatographie (Abb. 21), Schmelzpunkt und NMR
(s. Kapitel 14.6, S. 129).
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Abb. 20: Syntheseweg zur Darstellung von Laurinsiurebenzylamid
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Abb. 21: GC-Chromatogramm des Laurinsiurebenzylamids, Detektion per NPD

Wie aus dem Chromatogramm ersichtlich, zeigt LsBA ein nur sehr schwaches Tailing.
Aullerdem eluiert es vor den Capsaicinoiden. Damit ist LsBA gut als interner Standard zur
quantitativen Bestimmung per GC/NPD geeignet.

8.2.5 Derivatisierung

Die Capsaicinoide zeigten besonders bei niedrigen Konzentrationen ein starkes Tailing,
wodurch Integrationsschwierigkeiten bei der Auswertung entstanden. Durch Anderung des
Temperaturprogrammes, Start etwa 10 °C unter der Siedetemperatur des L désungsmittels vor
dem Aufheizen des Saule, wurde keine Verbesserung erzielt.

In der Literatur®
verantwortlich  gemacht, da dadurch ene Tendenz zur Bildung von
Wasserstoffbrtickenbindungen gegeben ist. Die Analyten sind somit weniger fllichtig, neigen
zur Adsorption, was zu Peaktailing fiihrt. Die Uberfulhrung in fliichtigere Derivate kann durch
eine Silylierung zu Trimethylderivaten, saure Hydrolyse der Capsaicinoide mit anschlief3ender

wird die Hydroxylgruppe der Capsaicinoide fir das Peaktailing
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Veresterung der Fettsauren oder durch eine Methylierung mit Trimethylaniliniumhydroxid
vorgenommen werden (Tab. 4, S. 22).

Silylierungsreagentien sind fir den NPD nicht geeignet, da sich schnell SIO,-Ablagerungen
auf der Oberflache der Alkalisalzperle bilden, wodurch diese inaktiviert wird. Als
Derivatisierungsreagenz wurde deshalb Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) gewéhlt, da es
leicht zu handhaben ist. Die bei der Reaktion entstehende Nebenprodukte wie Dimethylsulfid
und Methanol verdampfen bereits bei niedrigen Temperaturen, eluieren somit mit dem
L ésungsmittel peak und stéren nicht im Chromatogramm. '

HsC

0 S—CHs| O 0
HaC

HaCO HaCO
B BORA
HO HaCO

Abb. 22: Reaktion der Capsaicinoide mit TMSH

Y

Wie erwartet, kam es durch die Derivatisierung zu einer Erhéhung der Retentionszeit um ca.
30 sec. Die derivatisierte Verbindung zeigte auf’erdem ein geringeres Tailing als die
underivatisierte (Abb. 23).

|,i

LsBA

zusiitzliches Signal
E"-—-“=‘ PSVA
( = = == PSVA - derivatisiert

Abb. 23: Chromatogramm des unvollstdndig derivatiserten PSVA-Sandards mit
Laurinsiurebenzylamid als interner Standard; molarer TMSH-Uberschul bei 39
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Es war nicht bekannt, welcher TM SH-Uberschuf? fiir eine quantitative Umsetzung erforderlich
war. Deshalb wurden verschieden grofRe molare Uberschiisse an TMSH zu einem Standard
(naturliches Capsicumgemisch) gegeben. Ab einem molarem Verhdltnis von 1:39
(Capsaicinoid: TMSH) war allerdings ein 2. Peak (= zusétzliches Signal) unmittelbar hinter
dem internen Standard sichtbar (Abb. 23), der um so grofRer wurde, je hoher der TMSH-
Uberschul war. Um festzustellen, ab welchem TMSH-UberschuR eine vollstandige
Derivatisierung stattgefunden hat, wurde der Response als Quotient der Peakfl&chen von
Capsaicinoid zu internem Standard (plus zusétzliches Signal) ermittelt.

Molares Verhdltnis Capsaicinoid: TMSH
Capsaicinoid 1.5 1:10 1:19 1:39 1.77 1:115 1:481
Response Response Response Response Response Response Response
NDC 0,08 0,11 0,14 0,15 0,15 0,15 0,17
C 1,76 2,76 2,81 2,89 2,97 2,86 3,17
DC 1,01 1,08 1,36 1,37 1,47 1,50 1,56

Tab. 10: Response (Quotient der Peakflachen von Capsaicinoid zu internem Sandard) bei
ver schiedenen Derivatisierungstiber schiissen an TMSH

Anhand der Tab. 10 wird ersichtlich, daR bei einem TMSH-UberschuR von 39 beim
Capsicum-Standard noch keine quantitative Umsetzung stattgefunden hat, da der Response
mit zunehmendem UberschuR weiter anstieg. Bei diesem UberschuR war jedoch schon ein
zusétzliches Signal hinter dem internen Standard sichtbar.

TMSH reagiert nicht spezifisch nur mit Capsaicinoiden sondern auch mit Substanzen, die in
Paprikapulverproben vorhanden sind. Extrakte aus Paprikapulvern wirden somit wegen
Begleitstoffen einen noch groReren Uberschul an Derivatisierungsreagenz als ein Capsicum-
Standard benétigen. Da aber bereits ein TM SH-Uberschuf? von 39 zum Capsicum-Standard zu
Stérungen bei noch unvollstéandiger Derivatisierung fihrte, macht es keinen Sinn, fir Proben
noch héhere Uberschiisse zu verwenden.

Wie im nachfolgenden Kapitel erléutert, konnte das zusétzliche Signal hinter dem LsBa Uber
die MS-Detektion als das am Amidstickstoff methylierte LsBA identifiziert werden.
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8.2.6 Massensalektive Detektion

Mit Hilfe der massenselektiven Detektion ist es moglich, Uber ausgewahlte Massen direkt auf
Capsaicinoide als Gruppe bzw. auf einzelne Capsaicinoide Screening-Untersuchungen
durchzufthren und Strukturinformationen zu den Capsaicinoiden zu erhalten. Die typischen
Fragmente der an der Hydroxylgruppe derivatisierten Capsaicinoide sind in Abb. 24
dargestellt. Sie enthalten alle den methylierten Vanillylrest.

+

HsCO CH,
U Basispeak m/z = 151
HsCO
HsCO . H HCO &
I m/z = 165 I m/z = 209
H H
H3CO H3CO

Abb. 24: Charakteristische Massenfragmente der an der Hydroxylgruppe methylierten
Capsaicinoide nach Elektronenstof3ionisation (70 €V)

Wie aus den nachfolgend genannten Massenfragmenten ersichtlich (Tab. 11), konnte die
Umsetzung der Capsaicinoide mit TMSH bestétigt werden (Methylierung an der
Hydroxylgruppe).

Der 2. Peak unmittelbar hinter dem internen Standard konnte ebenfalls aufgekléart werden. Es
handelte sich hierbei um die am Stickstoffatom der Amidgruppe derivatisierte Verbindung des
LsBA’s.

Bel der massenselektiven Detektion war jedoch unmittelbar vor dem Hauptpeak eines jeden
Capsaicinoids ein kleinerer Peak zu erkennen. Wie die Ergebnisse aus Tab. 11 (zusétzZlich am
N-Atom methyliert) belegen, handelt es sich hier um zusdtzlich am Stickstoff-Atom
derivatisierte Capsaicinoide (Abb. 25).
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M assenfragmente

m/z (relative Intensitéten)

Laurinsaurebenzylamid (Eigensynthese)

289 (M, 27), 149 (100), 106 (25), 105 (5), 91 (50)
am N-Atom methyliert:

303 (M, 18), 163 (100), 120 (18), 91 (75)

Pelar gonsaur evanillylamid

methyliert an der Hydroxylgruppe:

307 (M, 54), 223 (1), 209 (16), 166 (14), 165 (24), 151 (100)
zusétzlich am N-Atom methyliert:

321 (M*, 45), 223 (38), 180 (8), 151 (100)

Nordihydrocapsaicin
methyliert an der Hydroxylgruppe:
307 (M, 14), 209 (8), 166 (9), 165 (11), 151 (100)

Capsaicin

methyliert an der Hydroxylgruppe:

319 (M*, 12), 276 (2), 209 (4), 166 (8), 165 (6), 151 (100)
zusétzlich am N-Atom methyliert:

333 (M, 20), 290 (2), 223 (11), 180 (5), 151 (100)

Dihydrocapsaicin

methyliert an der Hydroxylgruppe:

321 (M, 54), 278 (0,6), 209 (15), 166 (13), 165 (22), 151 (100)
zusétzlich am N-Atom methyliert:

335 (M™, 36), 292 (0,6), 223 (37), 180 (8), 151 (100)

Decansaur evanillylamid (Eigensynthese)
methyliert an der Hydroxylgruppe:

321 (M*, 56), 209 (18), 166 (15), 165 (26), 151 (100)
zusétzlich am N-Atom methyliert:

335 (M™, 45), 223 (43), 180 (8), 151 (100)

Tab. 11: Massenfragmente (70 eV) der Capsaicinoide nach Derivatisierung mit TMSH
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Abb. 25: Charakteristische Massenfragmente der zusétzZlich am N-Atom methylierten
Capsaicinoide

Diese Reaktion ist nicht ungewohnlich. Von Reaktionen der Amidgruppe mittels
Trimethylaniliniumhydroxid zu N-methylierten Derivaten neben der Methylierung an der
Hydroxylgruppe zu O-methylierten Derivaten wurde bereits in der Literatur berichtet.*?*1%?
Auffallig war nur, dal3 mit Ausnahme des LSBA"s diese N-methylierten Verbindungen bei der
Detektion mit dem NPD nicht sichtbar waren, ohne das dafur ein plausibler Grund angegeben
werden kann.

8.2.7 Fazit

Die NWG sind bei der GC mit stickstoffspezifischer Detektion geringfligig niedriger as bei
der HPLC/Fluoreszenzdetektion (etwa Faktor 1,5). Bei der GC konnte Uber den gesamten
Meldbereich keine befriedigende Linearitét erzielt werden. Vortellhaft war bei der GC die
Trennung von PSVA und Capsaicin, was bei der HPLC nicht der Fall ist. Fur die Auswertung
nachteilig wirkte sich das Tailing der Anayten aus, was auch durch Derivatisierung nicht
befriedigend gel st werden konnte.

Da nur die Nachweisgrenzen bel der GC vergleichbar mit denen der HPLC, die Linearitét,
Robustheit und Reproduzierbarkeit bei der GC mit den zur Verfigung stehenden Gerdten
jedoch wesentlich schlechter als bel der HPLC waren, wurde auf die Verwendung weiterer
Derivatiserungsreagentien und auf den routineméfdigen Einsatz der GC fur die
Paprikaanalytik verzichtet.
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9 Probenvorbereitung
9.1 Methoden fir dieHPLC

9.1.1 Pulver

9.1.1.1 Vereinfachte Aufarbeitung (nur Extraktion)

Fur die Bestimmung des Gesamtcapsaicinoidgehaltes von Paprikapulvern mittlerer Scharfe
(ab ca. 8 mg/lkg Gesamtcapsaicinoidgehalt) wurde nach einer einfachen, effektiven und
gleichzeitig schnellen Probenaufarbeitung gesucht.

Bel Pulvern diesen Scharfegrades sollte eine alleinige Extraktion mit einem geeigneten
Losungsmittel ohne weitere aufwendige Aufreinigungsschritte wie z.B. die fllssig-flUssig-
Verteilung (Methode nach Peusch®™) ausreichend sein. Der Anteil der Capsaicinoide
verglichen mit unerwiinschten Begleitstoffen sollte so grof? sein, dal3 sich die Capsaicinoide
deutlich von Matrixpeaks abzeichnen.

Um Probleme im chromatographischen System zu vermeiden, sollte die Elutionsstérke der
Probeldsungen der des Eluenten entsprechen (MeCN + H,O + HAc; 50+50+0,5; v+v+v).
Sinnvoll ist deshalb die Extraktion mit einer Acetonitril-Wasser-Mischung (1+1; v+v) bzw.
Methanol-Wasser-Mischung (7+3;v+v).

Die Capsaicinoide sind aufgrund ihres phenolischen wie auch unpolaren Acyl-Restes in
relativ vielen Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritét, wie z. B. Methanol, Benzol, Aceton,
gut |6slich. Schlecht 16slich sind sie in heiffem und praktisch unldslich in kaltem Wasser. Bei
Extraktion mit den 0. g. Mischungen mufdte daher wegen des relativ hohen Wasseranteils mit
einer unvollstandigen Extraktion der Capsaicinoide gerechnet werden. Aus diesem Grund
wurden verschiedene Mischungen mit unterschiedlich hohen Anteilen des jeweiligen
organischen Loésungsmittels zur  Untersuchung eines ausgewéhlten Pulvers eingesetzt
(Tab. 12).

Um die Eignung zur Capsaicinoidextraktion festzustellen, wurde das Pulver mit MeOH,
MeCN oder den Gemischen mit Wasser extrahiert. Zur Feststellung der Reproduzierbarkeit
wurden jeweils zwe Extraktionen durchgefihrt. Dazu wurden 4 g Pulver mit 40 ml
Losungsmittel fur 2 Stunden unter Ruckfluf3 extrahiert. Nach dem Abkihlen wurde in einen
50 ml Mef¥kolben dekantiert. Der Extraktionsriickstand wurde mit 5 ml des jeweiligen
Ldsungsmittels nachgewaschen und durch einen vorher mit dem L6sungsmittel befeuchteten
Faltenfilter filtriert. Anschlief3end wurde mit dem Ldsungsmittel bis zur Marke aufgefllt.
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Von jeder Extraktldsung wurden 50 und 100 pl in die HPLC injiziert.

Extraktions- Capsaicinoidgehalt mg/kg bei Injektion von
mittel 50 pl 100 pl
MeOH 8,2 nicht auswertbar
(Injektion desrein 8,2
methanolischen Extraktes)
MeOH 91 8,6
(nach der Extraktion 1:1 mit 9,0 89
Wasser verdinnt)
MeCN 9,7 8,9
(nach der Extraktion 1:1 mit 9,4 9,9
Wasser verdiinnt)
MeCN : H,O 8,5 8,5
1+1; v+v 8,9 8,6
MeOH : H,0O 8,7
7+3; v+v 8,6 8,8

Tab. 12: Ergebnisse der Capsaicinoidbestimmung (mg/kg) desselben Pulvers mit
ver schiedenen Losungsmitteln extrahiert

Die Chromatogramme der Acetonitril-Extrakte (direkt injiziert), MeCN : H,O (9+1, v+v und
7+3, v+v) waren aufgrund nicht getrennter und verzerrter Peaks nicht auswertbar und sind
deshalb nicht tabellarisch aufgefiihrt.

Die Chromatogramme der reinen Methanol-Extrakte waren nur bei den 50 pl-Injektionen
auswertbar.

Die Acetonitril und Methanol-L6sungen, die nach der Extraktion 1:1 mit Wasser verdunnt
wurden, waren aufgrund von sehr feinen Oltrépfchen trilb. Daher fiihrte die Injektion eines
definierten Volumens zu stark schwankenden Capsaicinoidgehalten.

Bel einer Extraktion mit den Lésungsmitteln MeCN : H,O (1+1; v+v) und MeOH : H,0 (7+3;
v+v) traten keine Probleme auf. Die Ergebnisse und Chromatogramme waren reproduzierbar
und vergleichbar.
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a) MeCN : H;O (1+1; v+v) b) MeOH : H,0O (7+3; v+v)
1000 + 1000 7
o
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P A
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Abb. 26: Chromatogramme des nach der vereinfachten Aufarbeitung extrahierten
Paprikapulvers
Peak Nr. 1: Nordihydrocapsaicin, 2: Capsaicin, 3: Dihydrocapsaicin

Verschiedene Pulver wurden nach dieser Methode aufgearbeitet, wobei die Extraktion mit
MeCN : H,O (1+1; v+v) gewahlt wurde (Tab. 13).

Die Methode liefert bei Pulvern verschiedenen Scharfegrades gut reproduzierbare Ergebnisse.

Mittelwert Standar dabweichung | Variationskoeffizient n

(mg/kg) (mg/kg) %
71,2 1,3 1,8 8
64,8 14 2,2 5
274 11 4,0 5
1151 35 3,0 8
9,8 0,2 2,0 3

Tab. 13: Capsaicinoidgehalte (mg/kg) verschiedener Paprikapulver nach der vereinfachten
Methode aufgearbeitet; n: Anzahl der Aufarbeitungen
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9.1.1.1.1 Nachextraktion

Um die Vollstandigkeit der Extraktion zu Uberprifen, wurde der Rickstand eines mit
MeCN/Wasser-Gemisches extrahierten Pulvers nochmals mit 40 ml des Lésungsmittels
MeCN : H,O (1+1; v+v) fur 2 Stunden unter Rickflufd extrahiert. Nach dem Abkihlen wurde
in einen Spitzkolben dekantiert und der Riickstand nachgewaschen. Das Ldsungsmittel wurde
bis auf ca. 4 ml unter Vakuum eingeengt, in einen 10 ml Mefkolben tberfihrt, mit dem
L 6sungsmittel bis zur Marke aufgeftillt und ein Aliquot in die HPLC injiziert.

Capsaicinoidkonzentration (mg/kg)

Erstextrakt Zweitextr akt
8,8 0,8
8,6 1,1

Tab. 14: Capsaicinoidgehalte(mg/kg) im Erst- und Zweitextrakt eines Paprikapulvers

Die Nachextraktion zeigte, dal3 im ersten Extraktionsschritt ca. 90 % der Capsaicinoide erfal3t
wurden.

9.1.1.1.2 Aufarbeitung mit innerem Standard

Zur Uberpriifung der Aufarbeitung wurde ein innerer Standard (Citronellsiurevanillylamid *)
definierter Konzentration, der nicht nattrlich im Capsaicinoidgemisch vorkommt, zu einem
Paprikapul ver zugegeben und dessen Wiederfindung bestimmt.

Aufgearbeitet wurde wie unter 9.1.1.1, S. 48 beschrieben.

Uber 95 % des inneren Standards wurden wiedergefunden, was dafiir spricht, da das im
Vergleich zu den Capsaicinoiden C, DC, NDC polarere Citronellsdurevanillylamid leichter als
die anderen Capsaicinoide extrahiert wird (Tab. 15).

Zwischen den beiden Lésungsmitteln ist kein Unterschied beziiglich der Wiederfindung des
inneren Standards festzustellen.
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Extraktionsmittel Capsaicinoidkonz. Wiederfindung des
mg/kg inneren Standards
%
MeCN : H,O 9,8 96
1+1; v+v 9,6 96
MeOH : H,0O 9,4 96
7+3; v+v 94 94

Tab. 15: Bestimmung der Wiederfindung des inneren Standards (Citronellsaurevanillylamid)
bei der vereinfachten Aufarbeitung

9.1.1.2 Flussig-Flussig-Verteilung nach Ethylacetatextraktion (Optimierung)

Bei den Untersuchungen zur fluissig-fliissig-Verteilung nach Peusch® (S. 19) zeigte sich eine
Abhangigkeit der ermittelten Capsaicinoidkonzentration von der Hohe der Einwaage an
Paprikapulver (Tab. 16).

Die Ursache fur diese Ergebnisse wurden in ener ungenlgenden Anzahl an
Verteilungsschritten bzw. zu hohen Probeneinwaagen und damit unvollstandiger Verteilung
gesehen.

Mogliche Losungsansatze waren zum einen ein welterer (4.) Verteilungsschritt, der aber eine
Erhéhung des Endvolumens und unnétigen Verbrauch an Lésungsmittel und Probe zur Folge
hétte. Zum anderen kdnnte weniger Probenmaterial eingesetzt werden.

Pulver Einwaage (g) Capsaicinoidgehalt (mg/kg)
10 15,2
1 4 27,0
2 35,1 335 33,7
2 10 33,3
2 45,6 45,5

Tab. 16: Capsaicinoidgehalte (mg/kg) zweier Pulver bei Aufarbeitung verschieden hoher
Einwaagen an Probe



EXPERIMENTELLER TEIL Seite 53

Zur Uberprifung der Vollstandigkeit der fliissig-flissig-Verteilung wurden deshalb
unterschiedlich hohe Mengen an Proben (je 10, 5 und 2 g) aufgearbeitet. Die
Capsaicinoidgehalte wurden nach drel Verteilungsschritten bestimmt. Anschlief3end wurde ein
vierter Verteilungsschritt gegen 1 ml Acetonitril/Wasser (1:1; v+v) durchgefihrt, um
festzustellen, inwieweit sich noch Capsaicinoide in der Hexanphase befinden. Die Ergebnisse
sind in Tab. 17 dargestellt.

Proben- Mittelwerte
menge 1.-3. Verteilung 4. Vertellung 1.-4.Verteilung
g mg/kg mg/kg mg/kg %!
2 30,9 0,9 32,4 100
32,2 0,9
5 28,3 2,5 29,7 92
26,6 2,0
10 20,2 1,8 22,0 68
20,2 1,8

Tab. 17: Capsaicinoidgehalte (mg/kg) desselben Pulvers nach Aufarbeitung unter schiedlicher
Mengen an Probenmaterial mit der fllissig-flissig-Verteilung

! Prozentangaben relativ zum Capsaicinoidgehalt der 2-g-Einwaagen

Mit zunehmender Menge an Probe nimmt der ermittelte Capsaicinoidgehalt ab. Bei den 10 g-
Einwaagen werden weniger als 70 % der Capsaicinoide verglichen mit den 2 g-Einwaagen
erfald.

In Tab. 18 ist neben dem Capsaicinoidgehalt die prozentuale Verteilung der Capsaicinoide
dargestellt. Zur Veranschaulichung und der Ubersichtlichkeit halber sind nur die 2 g-
und 10 g-Probeneinwaagen aufgefihrt.

Uberwiegt bei den 2-g-Einwaagen bei der Nachextraktion DC gegeniiber C, so ist dies bei den
10-g-Einwaagen genau umgekehrt. Dies spricht ebenfalls fur eine unvollstandige Extraktion.
Da DC unpolarer als C ist, geht es weniger leicht von der unpolaren Hexanphase in die polare
MeCN/Wasser-Phase Uber als C. Daher steigt die Konzentration von DC in der organischen
Phase mit jedem Extraktionsschritt im Vergleich zu C an.
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Durch diesen Versuch wird deutlich, dal3 bei der flussig-fliissig-Verteilung von Pulvern die
Probeneinwaage zu variieren ist, auch wenn die Gehalte in einer Doppelbestimmung gut
Ubereinstimmen, da mit einem reproduzierbaren systematischen Fehler gerechnet werden
mul3.

Proben- Capsaicinoidgehalt (mg/kQ) Muster (%)
menge:
29 Gesamt C DC NDC C DC NDC
1. 1.-3. 30,9 14,6 12,7 35 474 412 114
Ansatz _Vertellung | |
4. 0,9 0,28 0,52 0,08 322 587 90
Verteilung (2,8%) [(0,91%) (1,7%) (0,26 %)
2. 1.-3. 32,2 15,1 134 3,7 469 415 116
Ansatz _Vertellung | |
4. 0,9 0,29 0,50 0,08 331 580 89
Verteilung (2,7%) |(0,90%) (1,6%) (0,25%)

Proben- Capsaicinoidgehalt (mg/kQ) Muster (%)
menge:
10g Gesamt C DC NDC C DC NDC
1 1.-3. 20,2 99 7,4 2,9 492 365 14,3
Ansatz _Vertellung | |
4, 18 0,82 0,72 0,27 452 40,1 147
Verteilung (9,0%) | (41%) (3,6%) (1,3%)
2. 1.-3. 20,2 10,1 7,3 2,8 50,0 36,3 138
Ansatlz _Verteillung | oo |
4. 18 0,82 0,73 0,27 452 40,2 14,7
Verteilung (9,0%) | (41%) (3,6%) (1,3%)

Tab. 18: Einzelcapsaicinoidgehalte (mg/kg) und -muster bei der flUssig-flissig-Verteilung
eines Paprikapulvers zwischen 2 ml n-Hexan und 3 ml Acetonitril/Wasser (1+1, v+v);
Prozentangaben relativ zur Summe aus 1.-3. Verteilungsschritt (die hochsten Werte jeweils
fett gedruckt)
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9.1.2 Oleoresine

Zur  Bestimmung der Capsacinoidgehalte in Oleoresnen  wurden  zwel
Probenaufarbeitungsverfahren angewandt. Dies waren zum einen die modifizierte fllssig-
fliissig-Verteilung nach Peusch ® und zum anderen die vereinfachte Aufarbeitung.

9.1.2.1 FlUssig-Flussig-Verteilung

Da die Oleoresine bereits durch Extraktion mit unpolaren Ldsungsmitteln oder Uberkritischem
CO, aus getrockneten und zerkleinerten Paprikafriichte gewonnen worden sind, wurden
0,5 g enes Paprika und Chili-Oleoresins ohne Ruckfluextraktion direkt zwischen
2 ml n-Hexan und 3 ml Acetonitril/Wasser (1+1; v+Vv) verteilt. Zur besseren Phasentrennung
wurde zentrifugiert. Die wal¥rige Phase wurde entnommen und der Vorgang noch insgesamt
dreimal wiederholt. Die vereinigten walrigen Phasen wurden in einen 100 ml Mef3kolben
gesammelt und bis zur Marke mit MeCN/Wasser aufgefullt. Nach Verdinnung
(Chili-Oleoresin 1:40 und Paprika-Oleoresin 1:10) wurde ein Aliquot (Chili-Oleoresin
10 pl und Paprika-Oleoresin 20 pl) per HPLC analysiert.

Zur Uberprifung der Vollstandigkeit der flussig-flissig-Verteilung  wurde ein
5. Verteilungsschritt durchgefihrt.

Wie aus Tab. 19 ersichtlich, sind vier Verteillungsschritte sowohl beim milderen Paprika-
Oleoresin wie auch beim sehr scharfen Chili-Oleoresin ausreichend. Durch enen
5. Verteilungsschritt kénnen nur wenig mehr Capsaicinoide (1 bis 5 %) erfaldt werden. Wie
bei den Pulvern (9.1.1.2, S 52) ist dies wieder sehr gut an der C-DC-Vertellung sichtbar.
Dihydrocapsaicin ist bei beiden Oleoresinen beim 5. Verteilungsschritt prozentual mehr
vorhanden.
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Chili-Oleoresin

Capsaicinoidgehalt (mg/kQ) Muster (%)
Gesamt C DC NDC C DC NDC
1.-4. 42816 22396 16227 4194 523 37,9 9,8
Verteilung
5. 1523 546 876 102 358 575 6,7
Verteilung (36%) | (1,L3%) (21%) (0,23%)

Paprika-Oleoresin

Capsaicinoidgehalt (mg/kg) Muster (%)
Gesamt C DC NDC C DC NDC
1.-4. 3837 2068 1501 267 539 391 7,0
Verteilung
5. 26,4 7,7 17,6 1,1 29,3 66,6 4,1
Verteilung  (0,7%) | (0,20%) (0,46%) (0,03 %)

Tab. 19: Capsaicinoidgehalte und -muster bei der flissig-flissig-Verteilung eines Chili- und
Paprika-Oleoresins (0,5 g) zwischen 2 ml n-Hexan und 3 ml Acetonitril/Wasser (1+1, v+V);
Prozentangaben in Klammern relativ zur Summe aus 1.-4. Verteilungsschritt (die hochsten
Werte jeweils fett gedruckt)

An einigen industriell hergestellten Oleoresinen wurden mit dieser Methode
Gehaltsbestimmungen vorgenommen (Tab. 20).

Chili-Oleoresine

Mittelwert Standar dabweichung | Variationskoeffizient n
(mg/kg) (mg/kg) %

8530 70 0,8 3
35767 1041 2,9 3
25533 945 3,7 3
45300 781 1,7 3
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Paprika-Oleoresine

Mittelwert Standar dabweichung | Variationskoeffizient
(mg/kg) (mg/kg) %
3750 70,7 19
160 21 1,3
116 0,6 0,5

Tab. 20: Capsaicinoidgehalte (mg/kg) industriell hergestellter Chili- und Paprika-Oleoresine
nach der fllssig-flUssig-Verteilung aufgearbeitet

Die Methode liefert sowohl bei den sehr scharfen Chili-Oleoresinen wie bei den milderen
Paprika-Oleoresinen gut reproduzierbare Ergebnisse.

Die Auswertung wird nicht durch Matrixeffekte gestort, wie den Chromatogrammen aus
Abb. 27 zu entnehmen ist.

a) Chili-Oleoresin (35 767 mg/kg) b) Paprika-Oleoresin (116 mg/kg)
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Abb. 27: Chromatogramme eines Chili-Oleoresins;, 1:20 20 pl (a) und eines Paprika-
Oleoresins; 70 ul (b); flussig-flissig-Verteilung
Peak Nr. 1: Nordihydrocapsaicin, 2: Capsaicin, 3: Dihydrocapsaicin

9.1.2.2 Vereinfachte Aufarbeitung

Bei der vereinfachten Aufarbeitung wurde 0,5 g Oleoresin mit 80 ml MeCN+H,0 (1+1; v+v)
fur 2 Stunden unter Ruckflul® extrahiert. Da es sich hierbei um ein 2-Phasen-Gemisch
handelte, wurde nach dem Abkuhlen in einen 100 ml Mef¥olben filtriert. Der Filter wurde
nachgewaschen und das Filtrat bis zur Marke mit dem Losungsmittel aufgefillt. Diese LOsung
wurde vor der Injektion (20 pl) in die HPLC 1: 10 verdiinnt (Tab. 21).
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Dasselbe Oleoresin wurde auch nach der fllssig-flussig-Verteilung aufgearbeitet. Das
Analysenergebnisist zum Vergleich mit in Tab. 21 aufgefthrt.

Methode Mittelwert | Standar dabweichung | Variationskoeffizient
(mg/kg) (mg/kg) %
Vereinfachte 8504 148 17
Aufarbeitung
Flussig-flussig- 8530 70 0,8
Verteilung

Tab. 21: Vergleich der Capsaicinoidgehalte (mg/kg) eines Chili-Oleoresins erhalten durch
die vereinfachte Aufarbeitung und durch die fltssig-fl issig-Verteilung

Die Capsaicinoidgehalte beider Aufarbeitungen stimmen gut tGiberein. Die Auswertung wird in
beiden Fdlen nicht durch Matrixbestandteile erschwert, so dal3 beide Methoden fir die
Scharfstoffbestimmungen in Oleoresinen geeignet sind.

Auf Basis der vereinfachten Aufarbeitung wurde vom DIN-Arbeitsausschuld , Gewtrze und
wirzende Zutaten* ein Ringversuch durchgefiihrt. Dazu wurde die Aufarbeitung geringfiigig
veradndert. Beim Ringversuch wurden 5 g Oleoresin mit 40 ml MeCN+H,O (1+1; v+v)
extrahiert. Nach dem Abkihlen und der vollsténdigen Phasentrennung wurde die
Acetonitril/Wasser-Phase  mit Hilfe einer Pipette abgesaugt und dadurch von
aufschwimmenden und absitzenden Oleoresinbestandteilen abgetrennt und in einen 50 ml
Mefkolben Uberfihrt. Mit MeCN+H,O (1+1; v+v) wurde bis zur Marke aufgefullt, gof.
verdunnt und ein Aliquot in die HPLC injiziert.

Die Ergebnisse von den an der Universitdét Wuppertal untersuchten Oleoresinen sind in
Tab. 22 aufgefiihrt.

Mittelwert Standar dabweichung | Variationskoeffizient
(mg/kg) (mg/kg) %
27,6 15 54
33977 1499 4,4

Tab. 22: Capsaicinoidgehalte (mg/kg) zweier Oleoresine nach der vereinfachten Aufarbeitung
aufgearbeitet (Ringversuch)
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Die Ergebnisse sind ebenfalls gut reproduzierbar. Die Chromatogramme sind unabhangig vom
Schérfegrad gut auswertbar (Abb. 28).

a) Chili-Oleoresin (33 977 mg/kg) b) Paprika-Oleoresin (27,6 mg/kg)
1000 T 1000 T 2
S S ’
S 750 T 2 S 750 |
o ©
S 500 t 3 S 500
E \ E L
& 250+ 1 2 250 T
0 1 1 1 1 0 ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 28: Chromatogramme eines Chili-Oleoresins; 1:1000 70 pl a) und eines Paprika-
Oleoresins; 30ul b); vereinfachte Aufarbeitung (Ringversuch)
Peak Nr. 1: Nordihydrocapsaicin, 2: Capsaicin, 3: Dihydrocapsaicin

9.2 Methoden fir die Gaschromatographie

9.2.1 Flussig-Flussig-Verteilung mit Ausschiitteln

Ausgangspunkt war die von Peusch entwickelte Probenaufarbeitung von Pulvern fir die
HPLC.® Diese Probenaufarbeitung sollte méglichst beibehalten werden, so daR aus
demsel ben Extrakt eine Capsai cinoidbestimmung sowohl per HPLC wie auch per GC moglich
ist. Vortellhaft wére dabel einerseits die Bestimmung mit zwei vollig unterschiedlichen
Trenn- und Detektionsmethoden und zum anderen der durch nur eine Aufarbeitung wesentlich
geringere Arbeitsaufwand.

Bel der obigen Aufarbeitung liegen die Capsaicinoide in einem MeCN/Wasser-Extrakt vor.
Der so erhaltene Probenextrakt ist fur eine GC-Anayse nicht geeignet, da wasserhaltige
Losungen fir die Trennsdule des GC nicht verwendet werden konnen. AufRerdem kann
Acetonitril a's stickstoffhaltiges Ldsungsmittel zu Problemen bel der Detektion mit dem NPD
fuhren. Acetonitril kann jedoch fir die HPLC-Bestimmung durch Methanol ersetzt werden.
Um eine vergleichbare Elutionskraft wie die bisher verwendeten Acetonitril/Wasser-
Mischungen zu erhalten, mufde der Wasseranteil abgesenkt und der LoOsungsmittelanteil
erhoht werden, so da die flUssig-flissig-Verteilung zwischen Hexan und einer
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Methanol/Wasser-Mischung von (7+3; v+v) erfolgte. Der so erhaltene Extrakt konnte nun fr
die HPLC-Bestimmung und durch Weiterverarbeitung auch fir die GC-Bestimmung
verwendet werden, wobei 6 ml geséttigte Natriumchloridldsung zur besseren Phasentrennung
zugesetzt und anschlieffend mit Cyclohexan (bzw. Diethylether) extrahiert wurde. Die
gesammelten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und nach
Zugabe von internem Standard (TRI) mit Cyclohexan (bzw. Diethylether) auf ein definiertes
Volumen aufgefullt.

Aufgearbeitet wurden Pulver verschiedener Scharfegrade (ein Rosenpaprikapulver, Einwaage:
2 g und zwei Edelsi3-Pulver, Einwaagen: je 7 g), um vor allem bel Pulvern mit geringen
Capsaicinoidgehalten festzustellen, inwieweit mitextrahierte Substanzen die Auswertung
erschweren.

Wie erwartet, waren die Stérungen bei einem Pulver geringerer Schéarfe (Edelsi3-Pulver
Nr. 1 und Nr. 2) grof3er as bei dem scharferem Pulver (Rosenpaprika), dain Relation zu den
Capsai cinoiden mehr unerwiinschte Substanzen mitextrahiert und coeluiert wurden.

Beim Ausschitteln mit Diethylether wurden auf3erdem wesentlich mehr unerwiinschte
Substanzen miterfaldt als mit Cyclohexan (Abb. 29 bis Abb. 31).

Edelsiif3-Paprikapulver Nr. 1

a) Cyclohexan b) Diethylether
zur Verteilungschromatographie zur Verteilungschromatographie
[ L —
& _ ]
= —
3 _
.
—NDC

AN

“ TRI

Abb. 29: Chromatogramme des per GC/NPD untersuchten Edelsif3-Paprikapulvers Nr. 1
ausgeschuttelt mit a) Cyclohexan b) Diethylether
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Edelsiif3-Paprikapulver Nr. 2
Cyclohexan zur Verteilungschromatographie

=

TRI

Abb. 30: Chromatogramm des per GC/NPD untersuchten Edelst3-Paprikapulvers Nr. 2
ausgeschttelt mit Cyclohexan

Rosenpaprikapulver

a) Cyclohexan b) Diethylether
zur Verteilungschromatographie zur Verteilungschromatographie

NDC rq'f__._ NI
c L
DC f — T.ILL
i
;
*
\ TRI N.\R TRI

Abb. 31. Chromatogramme des per GC/NPD untersuchten Rosenpaprikapulvers
ausgeschuttelt mit a) Cyclohexan b) Diethylether

In Tab. 23 sind die analysierten Capsaicinoidgehalte aufgefhrt.
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Probe L 6sungsmittel | Capsaicinoidgehalt C DC NDC

(mg/kg) % % %
Cyclohexan 34,12 32 45 22

Rosenpaprika | | 2816 | __ 90 3. 18
Diethylether 42,30 43 41 16
Cyclohexan 11,79 41 42 17

EdeSURNKL L) | 117 | 2 0. 19
Diethylether 15,79 45 27 18
EdelsiBNr. 2 | Cyclohexan 13,67 42 45 13
10,03 41 44 16

Tab. 23: Vergleich der Capsaicinoidgehalte (mg/kg) der mit GC/NPD untersuchten Pulver
nach Ethylacetatextraktion, fllssig-flissig-Verteilung und anschlief3endem Ausschiitteln mit
Cyclohexan bzw. Diethylether mit prozentualer Verteilung der Hauptcapsaicinoide (hochster
Wert fettgedruckt)

Der Capsaicinoidgehalt in den Proben, die mit Cyclohexan ausgeschittelt wurden, ist
niedriger als beim Ausschitteln mit Diethylether. Mit Cyclohexan werden im Vergleich zu
Diethylether nur rund 73 % der Capsaicinoide erfald. Dies spricht fur eine unvollstandige
Extraktion bei Verwendung von Cyclohexan, was ebenfalls anhand der prozentualen
Verteilung der Capsaicinoide deutlich wird. Je nach Lésungsmittel ist einmal Capsaicin und
zum anderen Ma Dihydrocapsaicin prozentual mehr vorhanden. Wird mit einem polareren
Losungsmittel (Diethylether) ausgeschittelt, geht anteilig mehr Capsaicin in die organische
Phase Uber und ist somit auch, im Vergleich zu DC, mehr vorhanden. Bei einem unpolareren
Losungsmittel, wie Cyclohexan, ist das Verhdtnis umgekehrt, da Capsaicin as polarere
Komponente weniger leicht in die organische Phase Ubertritt. Hierbei mif3te ggf. ein weiterer
Verteilungsschritt eingefiihrt werden, wie es bei der Probenaufarbeitung fur die HPLC von
sehr scharfen Pulvern diskutiert wurde (9.1.1.2, S 52).

Wegen der bei der Methodenentwicklung ndher erlduterten Probleme, wurden keine weiteren
Versuche zur Verbesserung der Probenaufarbeitung unternommen.

9.2.2 Vereinfachte Aufarbeitung (nur Extraktion)

Auch fur die gaschromatographische Untersuchung wurde nach einer vereinfachten
Probenaufarbeitung gesucht, um fur scharfe Proben schnell den Capsaicinoidgehalt zu
bestimmen. Um beide Aufarbeitungen besser miteinander vergleichen zu kdnnen,
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d. h. um festzustellen, inwieweit Matrixeffekte eine Rolle spielen, wurde das bereits vorher
nach der flUssig-flissig-Verteilung mit Ausschitteln aufgearbeitete Rosenpaprikapulver
verwendet (Abb. 31).

2 g Pulver wurden mit der 10fachen Menge Ethylacetat bzw. Methanol 2 Stunden unter
Ruckflufd gekocht. Nach dem Abkuhlen wurde dekantiert und der Rickstand nachgewaschen.
Der Extrakt wurde einrotiert, in einen 10 ml Mef¥kolben Gberfihrt und mit dem
entsprechenden Losungsmittel auf ein definiertes Volumen aufgefllt.

a) Methanol b) Ethylacetat
zur Extraktion zur Extraktion
] ,
T ‘Q T —— — _
Dg %‘“‘\'IH
E:L E =3

Abb. 32: Chromatogramme des per GC/NPD untersuchten Rosenpaprikapulvers, Extraktion
mit a) Methanol b) Ethylacetat

Anhand der Chromatogramme ist zu erkennen, dal3 sehr viele Matrixbestandteile miterfalyt
werden, so dal’ eine quantitative Auswertung dieser Probe wenig sinnvoll ist (Abb. 32).

Eine aleinige Extraktion ohne weitere Aufarbeitung wie sie bei der flissig-fllssig-Verteilung
mit anschlief3ender Extraktion stattfindet, ist somit bel der gaschromatographischen
Untersuchung, vor allem fr milde Pulver, nicht ausreichend.
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10 Untersuchung an frischen Frichten

10.1 Frichte ausdem Handd

Die Capsaicinoidstabilitdt sollte durch Lagerstudien an frischem Gewdtrzpaprika untersucht
werden.

Bisher waren hauptséchlich Paprikapulver, aso technologisch bearbeitetes Material,
untersucht worden. Deshalb war es zunéchst notwendig, eine geeignete Aufarbeitung fir
frische Frichte zu finden.

Nach Literaturangaben werden die frischen Frichte bis zur Aufarbeitung bzw. Anayse
tiefgefroren (bei -20 °C)* oder auf wassergetrankten Baumwollwattebalchen gelagert und
dabei gelegentlich umgedreht.®* Dann werden sie in ihre Bestandteile zerlegt und
anschlieffend mit Aceton extrahiert. Meistens wurden die Friichte allerdings vor der Analyse
getrocknet, gemahlen und der Capsaicinoidgehalt in dem Pulver bestimmt.?® 3 4

Da nicht bekannt war, welchen Einflul3 bereits der Trocknungsvorgang auf den
Capsaicinoidgehalt hat, muf3ten die frischen Frichte direkt aufgearbeitet werden. Dabei
konnte nicht wie bel der Aufarbeitung von Pulvern vorgegangen werden, da frische Friichte
einen wesentlich héheren Wassergehalt (ca. 90 %) als Pulver (Wassergehalt: ca. 10 %)
aufweisen. Extrahiert wurden die frischen Frichte mit Methanol. Die zugesetzte Menge an
Methanol wurde jeweils dem Wasseranteil der Frichte so angepald, dal3 das
Methanol/Wasser-Verhdtnis des fertigen Extraktes etwa 7:3 betrug (s. S 66). Mit einer
Methanol/Wasser-Mischung (7+3, v+v) wurde auf ein definiertes Volumen aufgeflillt. Das
Verhdltnis von Methanol zu Wasser von 7:3 wurde gewahlt, damit die Probel 6sung moglichst
hinsichtlich der Elutionskraft vergleichbar zusammengesetzt war wie der HPLC-Eluent
(MeCN+H,O+Eisessig; 50+50+0,5; v+v+v). Wegen der hoheren Toxizitdt und Kosten des
Acetonitrils wurde sich gegen eine ebenfalls mdgliche Acetonitril/\Wasser-Extraktion
entschieden.

Weiterhin war zu berticksichtigen, dal? es sich bei Pulvern um sehr homogenes Probenmaterial
handelt, bel dem leicht ein Aliquot entnommen und untersucht werden kann. Bel frischen
Frichten sieht dies anders aus und mufd dementsprechend berlicksichtigt werden. Sie sind
unterschiedlich  grof3, wiegen unterschiedlich viel und koOnnen verschiedene
Capsai cinoidgehalte haben.
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10.1.1 Heterogenitét

Hinweise auf unterschiedliche Capsaicinoidgehalte in einzelnen Frichten derselben
Einkaufscharge wurden bereits wahrend der ersten Versuchsreihen erhalten. In weiteren
Studien konnte die Heterogenitét (s. dazu auch Anhang, Tab. 48, S. 136 und Tab. 49, S. 137)
bestétigt werden.

In ersten Experimenten wurden 300 g Paprikafrichte (Einzelgewicht ca. 10 g) im
Einzelhandel gekauft. Ein Teil dieser Frichte (104 g) wurde zu Schnitzeln zerkleinert. Von
dieser Menge zerkleinerter Friichte wurden 8 Aliquote zu je 10 g aufgearbeitet. Die restlichen
Friichte wurden in einer Plastiktite im Kuhlschrank (bei ca 8 °C) gelagert. Am 6. Tag der
Lagerung wurde wiederum aus einem Teil der noch verbliebenen Friuchte (62 g) Schnitzel
hergestellt. Hiervon wurden 9 Aliquote zu je 5 g auf ihren Capsai cinoidgehalt hin untersucht.

Dabel wurde enerseits festgestellt, dal3 die Capsaicinoidkonzentrationen zwischen den
Aliquoten derselben Aufarbeitungstage gut beieinander lagen, wie die Standardabwei chungen
und Variationskoeffizienten belegen (Tab. 24). Andererseits waren die Scharfstoff-
konzentrationen der Friichte vom Tag O wesentlich héher alsam 6. Tag der Lagerung.

Tag | Capsaicinoidkonzentration | Aliquote | Aufarbeitungs- | Standard- VK
mengeje Probe | abweichung

(mg/kg) (9 (mg/kg) %

0 265 8 10 8,1 3

6 147 9 5 18,8 13

Tab. 24: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) frischer Frichte (Spanien) desselben
Kaufs an unter schiedlichen Tagen aufgearbeitet, VK = Variationskoeffizient

Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich nun die Frage, warum ein so grof3er Unterschied der
Capsaicinoidkonzentrationen zwischen den beiden Aufarbeitungstagen gefunden wurde. Da
die Gehalte am Tag 0 hoher als am Tag 6 waren, konnte es sein, dal3 die Capsaicinoide bel der
Lagerung abgebaut wurden. Weiterhin konnten dies allerdings auch ,zufalige” Ergebnisse
sein, und zwar dann, wenn die Capsaicinoidgehalte innerhalb der ausgewahlten Friichte stark
variierten.

Um diesen Fragen nachzugehen, wurde eine gréfliere Menge frischer Friichte (5 kg) gekauft.
Um zu ermitteln, wieviele Friichte aufgearbeitet werden missen, um ein fir die Gesamtheit
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reprasentatives Ergebnis der Scharfstoffkonzentration zu erhalten, wurden jeweils in einer
Dreifachbestimmung je 5 und je 20 Friichte als Pool aufgearbeitet. Die Auswahl der Friichte
erfolgte nach dem Zufallsprinzip, indem die Frichte in sechs Gruppen aufgeteilt und von
diesen jeweils Frichte entnommen wurden. Obwohl die Einzelgewichte der Friichte von 9 g
bis 21 g variierten, glichen sich diese Gewichtsunterschiede beim Gesamtgewicht der 5 bzw.
20 Fruchte wieder aus (Tab. 25).

Zur Bestimmung der Scharfstoffkonzentration wurden die Friichte in 2-3 cm breite Stiicke mit
einem Skalpell geschnitten. Diese Stiicke mit einem fruchteigenen Wassergehalt von ca.
70 ml bzw. 270 ml wurden mit einem Haushaltszerkleinerer (Moulinette) vorzerkleinert. Die
Schnitzel wurden in einen Becher Uberfihrt, es wurde Methanol (70 ml bzw. 270 ml)
zugegeben und weiter mit einem Ultraturraxstab zu einem Brei zerkleinert. Diese Mischung
wurde 30 min stehengelassen, bevor das Ldsungsmittel in einem Buchnertrichter unter
Anlegen eines leichten Vakuums abgesaugt wurde. Der Filtrationsriickstand wurde mit 90 ml
bzw. 350 ml Methanol nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden anschlief3end in
einen Mef¥kolben Uberfuhrt und auf ein definiertes Volumen (250 ml bzw. 1000 ml) mit
Methanol/Wasser (7+3; v+v) aufgefillt. Nach Verdinnung (1:100 bzw. 1:20) wurde ein
Aliquot (50 pl bzw. 20 pl) per HPLC analysiert.

5Frichte, ca. 759
Capsaicinoidkonz.

20 Frichte, ca. 300 g
Capsacinoidkonz.

(mg/kg) (mg/kg)
168,9 196,1
155,0 248,8
252,3 227,3

Tab. 25: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) von je 5 und 20 Frichten desselben
Kaufs (Spanien)

Betrachtet man die Capsaicinoidgehalte, so stellt man fest, dal3 diese auch bei vergleichbarem
Gesamtgewicht der Aufarbeitung stark differieren. Dabei ist es unerheblich, ob 75 g aus finf
oder 300 g aus 20 Frichten aufgearbeitet wurden (Tab. 25). Erwartet worden war, dal3
Capsaicinoidgehalte ermittelt aus der Aufarbeitung von 20 Friichten weniger stark streuen und
zuverlassig die Gesamtheit der Friichte charakterisieren.

Um festzustellen, ob die starken Streuungen daher resultieren, dal3 Anteile der Capsaicinoide
nicht miterfasst wurden, wurde bei zwel Experimenten der Filterriickstand mit Ethylacetat
2 Stunden unter Ruckflufd extrahiert. Nach Abdekantieren, Abziehen des L 6sungsmittels und
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dreimaliger flUssig-flissig-Verteilung zwischen n-Hexan und Acetonitril-Wasser, wurde ein
Aliquot per HPLC analysiert.

Capsaicinoidgehalte (mg/kg)
Erstextrakt | Zweitextrakt | Gesamt
155,0 12,7 167,7
252,3 28,5 280,8

Tab. 26: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) aus Erst- und Zweitextrakt von je
5 Frichten

Rund 90 % der Capsaicinoide wurden im ersten Extraktionsschritt erfal3t (Tab. 26). Da durch
die Zweitextraktion in beiden Félen prozentual etwa gleich viel Capsaicinoid zusétzlich
erfaldt wird, fuhrt dies nicht zu einer geringeren Streuung der Capsaicinoidgehalte.

10.1.2 Fruchtfarbe und Capsaicinoidgehalt

Bel Untersuchungen einzelner, farblich besonders ausgewdahlter Frichte wurde keine
Korrelation zwischen Fruchtfarbe und deren Capsaicinoidgehalt festgestellt.

Paprikafriichte werden in der Regel griin gepflickt und reifen nach, wobei sich die rote Farbe
bildet. Den zeitlichen Verlauf von Carotinoidgehalt und damit der roten Farbe und dem
Capsaicinoidgehalt haben Iwai et al. beschrieben® Sie stellten fest, daR der
Chlorophyllgehalt, also die grine Farbe, bis zu 30 Tagen nach der Blite steigt und dann
allméahlich abnimmt. Der Carotinoidgehalt ist bis zu 40 Tagen nach der Blte gering und steigt
dann (etwa 50 Tage nach der Blte) stark an. Die Capsaicinoide werden erst 20 Tage nach der
Blite detektiert, erreichen etwa 40 Tage nach der Blite ihren maximalen Gehalt und nehmen
dann zu dem Zeitpunkt, wenn der Carotinoidgehalt und damit die rote Farbe stark zunimmt,
deutlich ab.

Die bisher untersuchten Friichte waren Gberwiegend rot, einige wiesen eine orange, orange-
grine oder grine Farbe auf. Es stellte sich die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen
der Farbe der Fruchte und ihren Capsaicinoidgehalten gibt.

Dazu wurden acht einzelne, farblich charakterisierte Friichte aufgearbeitet (Tab. 27).
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Fruchtfarbe Capsaicinoidkonz. Muster %
mg/kg C DC NDC
grun 205,5 47,2 42,6 10,2
246,5 46,5 41,5 12,0
orange-grin 192,2 51,4 38,0 10,6
3731 49,6 41,9 8,4
orange 258,8 45,5 42,7 11,7
189,6 58,7 32,8 8,5
rot 263,8 62,8 31,3 59
287,3 61,7 33,0 53

Tab. 27. Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) und -muster acht einzelner Frichte
(Spanien) aus einer einzigen Handelspartie Gewirzpaprika (hochster und niedrigster Wert
fettgedruckt)

Der hochste Gehalt wurde in einer orange-griinen, der niedrigste in einer orangenen Frucht
festgestellt. Die grinen und roten Frichte lagen innerhalb diesen Bereiches von 190 bis
373 mg/kg. Diese Ergebnisse zeigen somit keine Korrelation zwischen der Farbe der Friichte
und ihrem Capsaicinoidgehalt. Ein Zusammenhang zwischen Farbe und Capsacinoidmuster
oder zwischen Capsaicinoidgehalt und -muster ist ebenfalls nicht festzustellen.

10.1.3 Verteilung der Capsaicinoide auf einzelne Fruchtsegmente

Die grof3e Variahilitét der Capsaicinoidgehalte zeigt sich auch in einer Untersuchungsreihe, in
der einzelne Fruchte und Gemische von drei und finf Frichten auf die
Capsaicinoidkonzentrationen in den einzelnen Fruchtsegmenten (Samen, Fruchtwande,
Scheidewéande/Plazenta) untersucht wurden (Tab. 28).

Es wurden Frichte aus drei verschiedenen Handelspartien (A,B,C) aufgearbeitet. Die Friichte
der Handelspartien A und B waren innerhalb derselben Handelspartie etwa gleich grof3 und
schwer (A: je ca. 14 g bzw. B: je ca. 10 g). Die Fruchte der Handelspartie C waren sehr
unterschiedlich grof3 (Lange: 8-16 cm) und schwer. Hiervon wurden zwei einzelne besonders
grof3e Frichte (je ca. 52 g) und sechs kleinere, etwa gleich grol3e Friichte (je ca. 24 Q)
ausgewahlt.

Die Fruchte wurden mit einem Skalpell in ihre Bestandteile zerlegt. Eine Trennung in
Plazenta und Scheidewénde war nicht méglich, da die Plazenta anders als bei der
GemuUsepaprika direkt in die Scheidewande tberging, an der sich die Samen befanden.
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Die Fruchtwande wurden in ca. 3 cm breite Stiicke mit dem Skalpell geschnitten, mit dem
Haushaltszerkleinerer zu Schnitzeln zerkleinert, mit 70 ml Methanol versetzt und mit dem
Ultraturraxstab zu einer ,, Pllpe” homogenisiert. Unter Anlegen eines leichten Vakuums wurde
der unlodsliche Ruckstand mit Hilfe enes Buchner-Trichters abgenutscht. Der
Filtrationsriickstand wurde mit 70 ml Methanol nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser
wurden in einen Mef3kolben Uberfuhrt und auf 200 ml mit Methanol/Wasser (7+3; v+v)
aufgefillt. Vor der Injektion in die HPLC wurde ggf. mit Methanol/Wasser (7+3; v+v)
verdinnt (Handelspartie A, B: 1:50).

Die Samen wurden mit 20 ml Methanol versetzt und mit dem Ultraturraxstab homogenisiert.
Anschlief3end wurde wie bel den Fruchtwanden beschrieben verfahren. Die Nachspilmenge
des Filtrationsriickstandes betrug 15 ml und das Endvolumen 50 ml. Ggf. wurde vor der
Injektion in die HPLC mit Methanol/Wasser (7+3; v+v) verdinnt (Handelspartie A,B: 1:10).
Die Scheidewadnde/Plazenten wurden zundchst nach Zugabe von 20 ml Methanol
(Handelspartie A,B) bzw. 50 ml Methanol (Handelspartie C) mit einem Plrierstab
vorzerkleinert, dann mit dem Ultraturraxstab homogenisiert. Anschlief3end wurde wie oben
beschrieben verfahren. Die Nachspilmenge des Filtrationsriickstandes betrug 50 ml, das
Endvolumen 100 ml bzw. 200 ml und die Verdiinnung 1:100 bzw. 1:20.

Der Capsaicinoidgehalt in Samen lag zwischen 13 und 529 mg/kg, der von Fruchtwanden
zwischen 0,7 und 66 mg/kg und der von Scheidewdnden mit Plazenta zwischen 126 und
3489 mg/kg. Unter Berlicksichtigung der Gewichtsanteile bedeutete dies folgende Verteilung
des Gesamtcapsaicinoidgehaltes auf die einzelnen Segmente: Samen 6 %, Fruchtwande 6 %
und Scheidewande/Plazenta 88 % (Tab. 28).

Die gepoolten Proben wurden vor der Erkenntnis der breiten Heterogenitdt des
Capsaicinoidgehaltes in einzelnen Frichten aufgearbeitet. Die Ergebnisse belegen die
naheliegenderwei se Heterogenitét auch bei den Segmenten von Friichten aus einer identischen
Handelspartie (Handelspartie C), aus der zweimal je 3 Frichte bzw. zweimal je 1 Frucht
aufgearbeitet wurden.
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10.1.4 Fruchthélften

Auch bei der Aufarbeitung von Fruchthdften zeigte sich die grofRe Heterogenitét des
Scharfstoffgehaltes, wobei die  Capsaicinoidkonzentrationen  zugehdriger  Hélften
Ubereinstimmten.

Uberpriift wurde, ob sich die Capsaicinoidgehalte und das -muster innerhalb einer Frucht, also
in zwei zueinandergehdrenden Fruchthélften stark unterscheiden. Zur Absicherung dieses
Befundes wurden 30 Friichte aus demselben Kauf halbiert und in drei Gruppen von jewelils
10 Hélften (dies entspricht mengenmaldig etwa 5 ganzen Frichten) wie oben beschrieben
(S 66) aufgearbeitet.

Die Scharfstoffe werden in den Scheidewanden gebildet. Da pro Frucht jeweils zwei
Scheidewénde vorhanden waren, wurden die Frichte so halbiert, da3 jede Hélfte eine
Scheidewand (also eine ,, Produktionsstétte” ) aufwies.

Fruchthalften A Fruchthélften B
Capsaicinoid- Muster % Capsaicinoid- Muster %
gehalt gehalt
mg/kg C DC NDC mg/kg C DC NDC
159,0 60,3 33,9 5,8 165,9 59,5 34,7 57
2125 57,2 37,0 58 2195 57,0 37,0 6,0
(Zweitextrakt: (Zweitextrakt:
19,4) 27,9)
234,6 56,5 37,1 6,4 240,4 55,5 38,1 6,4
(Zweitextrakt: (Zweitextrakt:
20,4) 20,3)

Tab. 29: Vergleich der Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) und -muster
zusammengehoriger Fruchthalften (A = Gemisch der einen 10 Halften, B = Gemisch der
anderen 10 Halften), je 3 Experimente mit je 10 Frichten (Spanien)

Auch hier variieren die Capsaicinoidkonzentrationen der drei separaten Aufarbeitungen stark
(Tab. 29). Man kann jedoch feststellen, daf’3 sich die Capsaicinoidkonzentrationen der
zugehorigen Halften (Gemisch A zu B) nur geringfligig unterscheiden. Ebenso verhédt es sich
mit dem Capsai cinoidmuster.
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Durch eine Zweitextraktion werden prozentual etwa gleich viele Capsaicinoide zusétzlich
erfaldt.

Die Methode Frichte ,botanisch korrekt® zu halbieren, fihrt zu reproduzierbaren
Analysenergebnissen.

Da die Frichte per Hand mit Hilfe eines Skalpells halbiert werden, ist eine exakte Halbierung
und entsprechend eine identische Verteilung des Capsaicinoidgehaltes auf beide Halften nicht
immer gegeben. Deshalb wurde die Mindestanzahl an Friichten festgestellt, die notwendig ist,
damit die Scharfstoffgehalte beider Gruppen mit zufriedenstellender Prézision miteinander
verglichen werden kénnen.

Dazu wurden unterschiedlich viele Frichte halbiert, die Haften in zwei Gruppen gepoolt
untersucht und deren Capsaicinoidgehalt ermittelt (Tab. 30).

Anzahl Frucht- Frucht- Standard- Variations- Proben-
Fruchte Halften Halften abweichung  koeffizient herkunft
A B %

223,6 285,8 44,0 17,3 Agypten
2 328,6 283,8 31,7 10,3 Agypten
179,7 176,4 2,3 1,3 Agypten
268,8 256,9 8,4 3,2 Agypten
5 322,9 297,5 18,0 5,8 Agypten
2228 252,8 21,2 89 |srael
934 88,5 3,5 3,8 Spanien
8 116,8 129,6 91 7,8 Italien
190,3 177,9 8,8 4,6 Italien
234,6 2404 4,1 1,7 Spanien
10 212,5 219,5 4,9 2,3 Spanien
159,0 165,9 4,9 3,0 Spanien

Tab. 30: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) von jewells zusammengehdrigen
Mischungen von Fruchthalften (A= Gemisch der einen Hélften, B= Gemisch der anderen
Halften), je 3 Experimente mit 2-10 Friichten

K orrespondierende Halften von 10 Friichten wiesen eine sehr gute Ubereinstimmung auf.
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10.1.5 Fazit

Die Capsaicinoidkonzentrationen der Frichte eines einzigen Einkaufes, also einer Kiste
Gewirzpaprika definierter Landerherkunft (Spanien) aus dem Einzelhandel, variieren
unabhangig von der Fruchtfarbe in einem weiten Bereich von 154 his 373 mg/kg
Frischgewicht.

Bei der Untersuchung von Fruchtsegmenten ist die Spanne sogar noch grofier.

Eine sorgféltig durchgefiihrte Zerteilung der Frucht in zwel korrespondierende Halften ergibt
vergleichbare Capsaicinoidgehalte.

Eine Lagerstudie mit ganzen Friichten fir einen Vergleich Gber Abbauvorgange ist wegen
stark streuenden Anfangskonzentrationen der Capsaicinoide nicht sinnvoll, da wegen des
Fehlens einer zuverldssigen BezugsgrofRe keine Aussagen Uber eine Zu- oder Abnahme
getroffen  werden kénnen. Bei ener Habierung der Frichte stimmen die
Capsaicinoidkonzentrationen der Halften gut Uberein. Man kann dann aber nur zwel Werte
miteinander vergleichen, braucht also fir jedes Experiment in der Lagerstudie eine
individuelle Aufarbeitung zum Zeitpunkt O, fUr n Experimente 2n Aufarbeitungen.

Es wurde nun nach einer Lésung gesucht, um mit weniger Arbeitsaufwand Lagerstudien
durchfthren zu kénnen.

10.2 Lagerstudien an frischem Fruchtmaterial

Anhand von frischen Friichten in unzerkleinerter und zerkleinerter Form wurde die Stabilitat
der Capsaicinoide bei der Lagerung untersucht. Bei zerkleinerten Frichten (Schnitzel) wird
ein Capsaicinoidabbau festgestellt. Bel unzerkleinerten Frichten (Halften) kommt es dagegen
nicht zu einem Abbau.

10.2.1 Schnitzel: Ermittlung der optimalen Aufarbeitungsmenge

Bel den Untersuchungen zur Probenvorbereitung von frischem Fruchtmaterial (10.1, S 64)
war festgestellt worden (Tab. 25, S. 66), dal3 eine Aufarbeitung von 300 g (20 Frichten) nicht
Zu einem zuverlassigen, reprasentativen Wert fir eine Gesamtheit von 5 kg (ca. 300 Friichten)
fuhrt. Also mu3 man ale Frichte zerkleinern, die Schnitzel mischen und dann die
Homogenitét prifen.
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Um festzustellen, wieviel Materia flr einen reprasentativen Wert aufgearbeitet werden muf3,
wurden ca. 300 g Paprikaschnitzel hergestellt. Von diesen Schnitzeln wurden vierma je 2, 5,
8, 10 und 20 g eingewogen, mit 30 ml Methanol versetzt und mit einem Ultraturraxstab
homogenisiert. Nach 30 min stehenlassen wurde das L osungsmittel mit Hilfe eines Blichner-
Trichters abgesaugt. Der Filtrationsriickstand wurde mit 30 ml Methanol nachgewaschen.
Filtrat und Waschwasser wurden in einen 100 ml Mef3kolben Uberfihrt und mit Methanol bis
zur Marke aufgefillt. Nach Verdinnung von 1:10 mit MeOH/H,O (7:3;v+v) wurde ein
Aliquot per HPLC analysiert.

Hinsichtlich der Pflanzenbestandteile war das Probenmaterial aufgrund der durch den
Haushaltszerkleinerer nur groben Vorzerkleinerung schlecht verteilt. Es kam aso vor, dal3 bei
einer Einwaage mehr Scheidewénde, in der die Capsaicinoide gebildet werden, vorhanden
waren as bel der néchsten. Dies sollte sich besonders gravierend bel den geringeren
Einwaagen auswirken. Daher ist neben der Bestimmung der Capsaicinoidgehalte besonders
die Standardabweichung bzw. der Variationskoeffizient als Mal3 fur die Reproduzierbarkeit
interessant.

Einwaage| Capsaicinoidgehalt Standardabweichung  Variationskoeffizient
g mg/kg mg/kg %
2 2034 36,4 17,9
5 220,2 26,9 12,2
8 216,1 14,2 6,6
10 2109 10,0 4,7
20 204,0 9,6 4,7

Tab. 31: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) verschieden grof3er Probeneinwaagen
(Mittelwerte aus Vierfach-Bestimmungen) aus demselben Probenmaterial (Paprikaschnitzel)

Die Capsaicinoidgehalte streuen um den Mittelwert von 211 mg/kg unabhangig von der Grolie
der Einwaage. Es ist keine Tendenz festzustellen, dal3 die Extraktion bei der Aufarbeitung
grofRerer Probenmengen unvollstandig ist. Der Variationskoeffizient ist, wie erwartet, grofier,
jeweniger Probenmaterial aufgearbeitet wird.

Die Aufarbeitung von weniger als 8 g ist nicht sinnvoll. Die Aufarbeitung von Mengen grofier
as 10 g ist aus Praktikabilitatsgrinden ebenfalls nicht empfehlenswert. Somit sind
Probeneinwaagen von 10 g-Aliquoten hinsichtlich Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und
Handhabung am guinstigsten.
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Um festzustellen, welcher Anteil Capsaicinoide nicht miterfasst werden, wurden nochmals
10 g-Aliquote einer neuen Charge Schnitzel aufgearbeitet und die Filterrickstande erneut
extrahiert. Dazu wurden die Ruckstande fur zwei Stunden mit Ethylacetat unter Ruckfluf3
gekocht und weiter wie bei der flissig-flissig-Verteilung von Pulvern (9.1.1.2, S 52)
beschrieben aufgearbeitet.

Capsaicinoidgehalt
Ansatz Nr. Erstextrakt Zweitextrakt
mg/kg mg/kg %
1 2414 7,1 29
2 243,2 11,5 47
3 245,0 6,4 2,6
4 243,3 9,3 3,8
Mittelwert 243,2 34

Tab. 32: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) der Extrakte von je 10 g-
Paprikaschnitzel und ihrer nachextrahierten Filterriickstdnde

Durch Zweitextraktion kdnnen noch etwa 3,4 % Capsaicinoide zusétzlich erfaldt werden. Die
Aufarbeitung von 10 g-Aliguoten aus einer gréferen Probenmenge ist somit gut fir
L agerstudien geeignet.

10.2.2 Lagerung zerkleinerter Friichte (Schnitzel)

Fir die Lagerstudien wurden aus ca. 1 kg Frichten Paprikaschnitzel hergestellt, wovon
insgesamt 78 Aliquote a 10 g eingewogen wurden. Pro Lagertag und Bedingung wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Diese Aliquote wurden im Kuhlschrank bei 1 °C, bei Raumtemperatur offen auf der
Laborbank und im Laborschrank und in Warmeschréanken bei 37 °C und 80 °C gelagert. Diese
Temperaturen wurden gewdhit, well der Einflul der zur Pulverherstellung Ublichen
Trocknungsbedingungen auf den Capsaicinoidgehalt Uberprift werden sollte. Die Friichte
werden bei der Herstellung von Pulvern in der Sonne oder bel 60 - 80 °C getrocknet. Ein
moglicher Einflu3 von Licht auf die Scharfstoffstabilitdt sollte durch die Bedingungen
Laborbank (Lagerung im Hellen) und Labor- bzw. Trockenschrank (Lagerung im Dunkeln)
Uberpraft werden.
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Herstellung von
Paprikaschnitzeln
aus 1 kg frischer Friichte

Einwiegen von 78 Aliquoten

A

A
Direkte Weiterverarbeitung von Lagerung von 75 Aliquoten unter
3 Aliquoten verschiedenen Bedingungen in
(Referenzwert: Tag 0) offenen GefalRen

N

Ausgleich des Gewichtsverlustes
durch Wasserzugabe

A

Extraktion mit Methanol

Abtrennung der unléslichen
Bestandteile

Verdinnung des Filtrats

Aliquot: HPLC

Abb. 33: Ablaufschema zur Lagerung von Schnitzeln
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Aufgearbeitet wurde jeweils am Tag des Kaufes (Tag 0) sowie am 5., 8., 14., 21. und
28. Folgetag. Der Capsaicinoidgehalt wurde immer auf das am Tag O eingewogene
Frischgewicht bezogen. Die Lagerung selbst erfolgte in einem offenen Probengefdal. Die
Lagerung in geschlossenen Gefélien war nicht moglich, da die Schnitzel dabei bereits nach
einem Tag verschimmelten. Wegen der offenen Gefdlle kam es auch gleichzeitig zur
Trocknung, deshalb wurde der Gewichtsverlust vor der anschlief3enden Methanol-Extraktion
durch entsprechende Zugabe von Wasser ausgeglichen, um immer gleiche
Extraktionsbedingungen herzustellen. Nach der Methanol-Wasser-Extraktion wurde
abgenutscht und das Filtrat vor der Injektion in die HPLC mit Methanol/Wasser (7+3; v+v)
verdunnt (Abb. 33).

w
o
o

200 +

—0—K 1°C

100 4 —=—RT, Laborbank
—.0--W37°C
---%--- W 80 °C

Capsaicinoidgehalt (mg/kg)

o

—e— RT,Schrank

Tage der Lagerung

Abb. 34: Lagerung von Schnitzeln, Capsaicinoidgehalte in mg/kg Frischgewicht; Mittelwerte
aus 3-fach Bestimmung (Jordanien); 1. Lagerstudie
K: Kihlschrank, RT: Raumtemperatur, W: Warmeschrank

In Abb. 34 ist der Verlauf der Capsaicinoidgehalte bei der Lagerung dargestellt. Von funf
Kurven sind drei sehr @hnlich, so dal3 man nur von drei verschiedenen Kurvenverlaufen
sprechen kann. Und zwar von einem Kurvenverlauf, bei dem kaum ein Abbau festzustellen ist
(Kuhlschrank), von einer Kurve mit einer starken Abnahme der Capsaicinoidgehalte (Schrank,
RT) und von einer Kurve, die eine , mittlere” Capsaicinoidabnahme darstellt und bei drel
unterschiedlichen Lagerbedingungen beobachtet wird: Laborbank (RT) und Warmeschrénke
(37 °Cund 80 °C).
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Einen Zusammenhang zwischen dem Lichteinflu? und dem Capsaicinoidgehalt konnte nicht
festgestellt werden, da fir die drei Bedingungen: Laborbank, also Lagerung im Hellen, und
Wérmeschréanke, Lagerung im Dunkeln, fast identische Kurvenverl&ufe gemessen wurden. Die
Kurvenverlaufe bei Lagerungen im Laborschrank, RT und Kihlschrank, 1°C, beide Male im
Dunkeln, weichen ab. Die Capsaicinoidgehalte nehmen in den ersten acht Tagen der Lagerung
ab. Danach bleiben die Gehalte anndhernd konstant. Der Abbau der Capsaicinoide ist am
stérksten bei Raumtemperatur im Laborschrank.

Die Abnahme des Capsaicinoidgehaltes kénnte mit der Geschwindigkeit des Wasserverlustes
zusammenhangen.

Restgewicht %

——

100 K1l°C
. RT, Bank
e - -wa7°c
- X--weoe°C
‘ RT, Schrank
50
25 T
R — ----------_-\_~':_ﬂ-.-_...../._fg
0 | | | | | |

Tage der Lagerung

Abb. 35: Abnahme des Gewichts durch Wasserverlust (Mittelwert aus 3-fach Bestimmung) bei
der Lagerung von Paprikaschnitzeln; 1. Lagerstudie
K: Kihlschrank, RT: Raumtemperatur, W: Warmeschrank

In Abb. 35 ist der zeitliche Verlauf des Wasserverlusts unter den finf Lagerbedingungen
dargestellt. Es sind wieder drei verschiedene Kurvenverlaufe, wie be den
Capsaicinoidgehalten, zu erkennen. Die Wasserverluste bei den Bedingungen Laborbank (RT)
und in den Warmeschranken (37 °C und 80 °C) sind vergleichbar. In den ersten 5 Tagen kam
es zu einem starken Wasserverlust, danach sind kaum Verluste zu verzeichnen.

Bel der Lagerung im Schrank, RT ist ein wesentlich langsamerer Gewichtsverlust zu
beobachten. Hier ist erst nach etwa 20 Tagen soviel Wasser verloren gegangen wie bel den
anderen drei Bedingungen.

Bei der Kuhlschranklagerung wird ein noch langsamerer Wasserverlust festgestelt.
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Der Zusammenhang zwischen dem Capsaicinoidgehalt und der Abnahme des Gewichts durch

Wasserverlust wird am deutlichsten bei der Lagerung bei Raumtemperatur, weswegen er in
Abb. 36 hervorgehoben wird.
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Tage der Lagerung

Raumtemperatur, Schrank

Capsaicinoide
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Abb. 36: Zusammenhang 2zwischen Capsaicinoidgehalt und Geschwindigkeit des

Wasserverlustes bei den Lagerbedingungen Bank und Schrank (jeweils bei Raumtemperatur);
1. Lagerstudie

Die Lagerung auf der Laborbank, d. h. in einem grof3en offenen Raum, bedingt einen raschen
Wasserverlust, dessen Auswirkung folgendermalien diskutiert werden kann. Der a,- Wert war
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innerhalb von 5 Tagen so weit abgesunken, dal3 ein moglicher enzymatischer Abbau, z. B.
durch Peroxidasen (3.6, S. 12), nicht mehr stattfinden konnte. Anders die Lagerung in einem
kleinen geschlossenen Schrank, bel der eine langsamere Absenkung des a,-Wertes erfolgte.
Daher ist anzunehmen, dal3 das Enzym Uber einen langeren Zeitraum aktiv bleibt und deshalb
ein grolkerer Anteil der Capsaicinoide abgebaut wird. Entsprechend niedriger sind die
Capsaicinoidgehalte am Ende der Lagerstudie. Ca. 30 % des urspriinglichen Wertes sind hier
nur noch vorhanden, im Gegensatz zur Lagerung im offenem Raum, bei dem noch ca. 70 %
der Capsaicinoide nachgewiesen wurden.

Auf einen enzymatischen Abbau weist auch die wesentlich geringere Abnahme der Gehalte
bei 1 °C Lagerung hin. Wegen der niedrigen Temperaturen sind enzymatische Reaktionen
gehemmt.

Das Muster der Capsaicinoide veranderte sich bei dieser Lagerstudie nicht nennenswert. Es

konnte kein Trend festgestellt werden, beispielhaft anhand der Lagerungen im Kihlschrank
und Laborschrank dargestellt (Tab. 33).

a) Kuhlschrank

Tag % C D% % DC D% % NDC D%
0 54,4 35,5 10,1
5 54,4 0 35,5 0 10,1 0
8 54,8 04 35,5 0 9,7 -04
14 53,9 - 05 36,2 0,7 9,9 - 0,2
21 54,0 -04 36,0 0,5 10,0 -01
28 53,7 - 0,7 36,2 0,7 10,1 0
b) Labor schrank
Tag % C D% % DC D% % NDC D%
0 54,4 35,5 10,1
5 53,5 - 09 37,7 2,2 8,8 - 13
8 53,3 -11 38,3 2,8 8,4 - 1,7
14 55,8 1,4 34,0 1,5 10,2 0,1
21 56,4 2,0 34,2 - 13 9,4 - 0,7
28 59,0 4,6 29,5 - 6,0 11,5 1,4

Tab. 33: Capsaicinoidmuster in Prozent (Mittelwert aus 3fach Bestimmung) der gelagerten
Schnitzel bei den Bedingungen: a) Kihlschrank b) Laborschrank; D % = %tualer Gehalt des
Capsaicinoids am Lagertag - %tualer Gehalt des Capsaicinoids am Tag O; 1. Lagerstudie
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Bei einer 2. Lagerstudie von Schnitzeln konnte der oben beschriebene Abbau bestétigt werden
(Abb. 37). Die Capsaicinoide wurden im Kihlschrank kaum abgebaut. Der Abbau auf der
Laborbank betrug 70 % und die stéarkste Abnahme bis zu 95 % war bei der Lagerung im
L aborschrank zu beobachten.
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Abb. 37: Lagerung von Schnitzeln, Capsaicinoidgehalte in mg/kg Frischgewicht (Mittelwert
aus 2fach Bestimmung); 2. Lagerstudie (Italien)

Bei Betrachtung des Capsaicinoidmusters wurde im Gegensatz zur 1. Studie bei der
L agerbedingung , Laborschrank” eine Anderung festgestellt. Die prozentualen Anteile an
Capsaicin nahmen wahrend der Lagerdauer ab, wahrend die prozentuaen Anteile an
Dihydrocapsaicin zunahmen (Tab. 34).

Tag %C D% % DC D% % NDC D%
0 68,4 24,5 7,2
2 63,0 -54 28,3 3,8 8,7 15
6 61,3 -71 30,7 6,2 8,0 0,8
9 64,2 - 4.2 30,8 6,3 5,1 -21
16 62,0 - 64 32,0 7,5 6,0 -12

Tab. 34: Capsaicinoidmuster in Prozent (Mittelwert aus 3fach Bestimmung) der gelagerten
Schnitzel bei der Bedingung: Laborschrank; D % = %tualer Gehalt des Capsaicinoids am
Lagertag - %otualer Gehalt des Capsaicinoids am Tag O; 2. Lagerstudie



EXPERIMENTELLER TEIL Seite 82

10.2.3 Lagerung von Héalften

Fir vergleichende Studien macht es keinen Sinn wegen der stark schwankenden
Capsaicinoidgehalte, einzelne Frichte zu lagern. Durch Zerkleinerung kann zwar eine
ausreichend homogene Mischung an Schnitzeln hergestellt werden, die eine reprasentative
Probennahme von Aliquoten erlaubt. Bei der Zerkleinerung kdnnen allerdings enzymatische
Prozesse ausgel 6st werden, die in ganzen Frichten nicht vergleichbar ablaufen. Fruchthalften,
die nur entlang des Schnittes und somit nur einem kleinen Teil der Frucht beschadigt werden,
sollten fir Vergleichsuntersuchungen prinzipiell geeignet sein. In Kapitel 10.1.4, S. 71 wurde
gezeigt, dai fur einen Pool von 10 Fruchthélften zuverlassig Capsaicinoidkonzentrationen
bestimmt werden konnen. Dies fuhrt jedoch bei einer grof3eren Studie schnell zu einer kaum
mehr handhabbaren Gesamtprobenzahl, wenn Messreihen fir mehrere Probenahmezeitpunkte
und zudem in Parallelansdtzen durchgefihrt werden sollen. Als Kompromif3 wurde deshalb
die Halbierung und Aufarbeitung von funf Frichten fur die nachfolgend beschriebene
Lagerstudie zur Feststellung der Capsaicinoidstabilitat in Fruchthélften gewahit.

Da sich das Abbauverhaten der Capsaicinoide bei den Bedingungen: Warmeschrank (37 °C
und 80 °C) und Laborbank (RT) sehr &hnlich war, wurde bei der Lagerstudie mit
Fruchthé@lften nur die Lagerung auf der Laborbank, offen bei RT gewahlt. Daneben wurde im
Kuhlschrank, 1°C und im abgeschlossenen Laborschrank (RT) gelagert. Unter diesen drel
Bedingungen verlief der Capsaicinoidabbau in zerkleinerten Frichten sehr unterschiedlich.

Die Lagerstudie wurde dann folgendermal3en durchgefihrt:

Pro vorgesehenen Aufarbeitungstag (Lagertag) wurden je funf Frichte halbiert. Zur
Ermittlung des Referenzwertes wurden die ersten funf Halften direkt (d. h. am Tag 0) gepoolt
as ein Batch A aufgearbeitet, die korrespondierenden funf Halften wurden ohne weitere
Zerkleinerung unter den gewéhlten Bedingungen (K Uhlschrank, Raumtemperatur: offener und
geschlossener Raum) gelagert und dann wie unter der Schnitzellagerung beschrieben gepoolt
als Batch B aufgearbeitet. Es wurden zwei Lagerstudien durchgefihrt (Probenserie a und b),
so dald ingesamt 245 Friichte aufgearbeitet wurden.

Alle Capsaicinoidkonzentrationen wurden auf das urspringliche Frischgewicht der Gruppe
aus funf Halften bezogen.

Aufgrund der stark variierenden Anfangscapsaicinoidkonzentration der Frichte und somit
auch der Referenzwerte am Tag O war es sinnvoller, die Ergebnisse der gelagerten Proben
nicht in absoluten Werten sondern Uber die prozentuae Abweichung gegenlber dem
Bezugsgemisch anzugeben. Der Capsaicinoidgehat der zu Beginn des Experiments
aufgearbeiteten Referenzhélften (Batch A) wurde deshalb gleich 100 Prozent gesetzt und der
Gehalt der spéter aufgearbeiteten, dazugehdrenden Halften (Batch B) dazu ins Verhdtnis
gesetzt (Abb. 38).
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Halbierung von je 5 (ganzen) Friichten
je Lagertag und -bedingung

Halften Batch A Halften Batch B
Bestimmung des Bestimmung des
Frischgewichtes Frischgewichtes

4

Direkte Weiterverarbeitung
(Referenzwert: Tag 0)

Lagerung unter
verschiedenen Bedingungen
in offenen GeféaRen

Ausgleich des
Gewichtsverlustes durch
Wasserzugabe

Zerkleinerung

Extraktion mit Methanol

4

Abtrennung der unldslichen
Bestandteile

4

Verdunnung des Filtrats

Aliquot: HPLC

Capsaicinoidgehalt Capsaicinoidgehalt
Batch A =100 % Batch B = x % von Batch A

Abb. 38: Ablaufschema fir die Lagerung von Halften
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Abb. 39: Lagerung von Hélften, Abweichung im Capsaicinoidgehalt vom Tag 0-Referenzwert
in Prozent (Holland)

Man erkennt aus der Darstellung in Abb. 39, dal3 bei keiner der Lagerbedingungen ein Trend
der Capsaicinoidgehate festzustellen ist. Die dreifache Standardabweichung betrégt
32,1 mg/kg und der dreifache Variationskoeffizient 14,5 %. Von 45 Anaysenergebnissen
befinden sich 34 innerhalb diesen Bereiches, was einem prozentualen Antell von Uber 75 %
entspricht. Bel den restlichen 11 starken Abweichungen handelt es sich um zuféllige
Ergebnisse.

In Fruchthalften findet kein Abbau von Capsaicinoiden statt.

10.2.4 Vergleich der Capsaicinoidstabilitét in halbierten und geschnitzelten
Frichten

In der folgenden Lagerstudie wurden nicht weiter zerkleinerte Fruchthélften (Batch A) mit
zerkleinertem Material (Schnitzel aus Batch B) verglichen, um zu Gberprifen, ob es durch die
Zerkleinerung der Friichte zu einem Abbau der Scharfstoffe kommt.

In der vorhergehenden Studie (10.2.3) war gezeigt worden, dal3 es bei den Fruchthalften nicht
zu einem Abbau kommt. Deren Capsaicinoidgehalt wurde jeweils als stabil bleibender
Referenzwert gleich 100 % gesetzt.
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Halbierung von je 5 (ganzen) Friichten
je Lagertag und -bedingung
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Abtrennung der unléslichen Bestandteile

Verdiinnung des Filtrats

Aliguot: HPLC

k.

Capsaicinoidgehalt
Batch A =100 %

Capsaicinoidgehalt
Batch B = x % von Batch A

Abb. 40: Ablaufschema fUr die Lagerung von halbierten und geschnitzelten Frichten
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Es wurden fur zwei in Doppelbestimmung angesetzte Untersuchungsreihen fir jeden der
7 Mel3zeitpunkte je funf Friichte halbiert (Gesamtzahl n = 140). Die einen Mischungen von
jeweils 5 Hélften (Batch A) wurden ohne weitere Behandlung gelagert (im Kuhlschrank bzw.
Laborschrank, RT, jewells in offenen Probengefé3en). Die anderen, jeweils zugehdrigen
Halftenmischungen (Batch B) wurden zu Schnitzeln verarbeitet und unter denselben
Bedingungen wie die Hélften (Batch A) gelagert (Abb. 40).

Berechnet wurde die prozentuale Abnahme des Capsaicinoidgehaltes der Schnitzel (Batch B)
bezogen auf den Capsaicinoidgehalt der jewells zugehdrigen Halften (Batch A), deren Abbau
gleich Null gesetzt wurde. Die in Abb. 41 gezeigten Mel3punkte geben somit nur die in
Relation zu den halbierten Friichten erhaltenen relativen Werte fir den Capsaicinoidgehalt in
den Schnitzeln wieder.

Lagertage
0 2 4 6 8 10 12 14

10 1

20 ~

30 ~

% 40 - ® KiihIschrank a
D'é_' 50 + B ihlschrank b
60 | Aschrank a
70 D schrank b

80 +
90 + o
100 a A &

Abb. 41: Gleichzeitige Lagerung halbierter und geschnitzelter Frichte, Abnahme des
Capsaicinoidgehalts der Schnitzel bezogen auf den Gehalt der zugehdrigen Halften
(Kurvenverlauf: Mittelwerte aus den beiden parallel angesetzten Untersuchungsreihen a
und b)
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Erst durch die Zerkleinerung der Friichte kommt es bel der Lagerung im Laborschrank zu
einem Abbau, wahrend bei der Lagerung im Kihlschrank kaum ein Abbau festzustellen ist
(Abb. 41). Diese Studie bestétigt die Ergebnisse der Lagerstudie mit Aliguoten aus einem
grof3en Batch von Schnitzeln (10.2.2, S 75).

Vergleicht man das Capsaicinoidmuster der gelagerten Schnitzel mit denen der zugehdrigen,
ebenfalls gelagerten Hélften bel der Lagerbedingung , Kihlschrank®, so stellt man fest, dal3
sich dieses ebenso wie der Gesamtcapsaicinoidgehalt nicht geandert hat (Tab. 35). Es findet
somit keine nennenswerte Anderung des Musters statt.

Tag % C % DC % NDC Probenserie
66,0 25,0 9,0 Halften a

o 867 .- 242 . 91 Schnitzel .
67,4 24,7 7,9 Haften b
66,2 25,7 8,1 Schnitzel
68,2 24,1 7,7 Halften a

1886 240 . A Schnitzel .
65,0 27,1 79 Halften b
65,5 26,8 7,8 Schnitzel
64,6 26,7 8,8 Halften a

2 657 210 . 73 Schnitzel
67,5 26,1 6,4 Halften b
65,4 27,9 6,8 Schnitzel
69,8 23,8 6,4 Halften a

5 885 : 248 67 Schnitzel
69,4 24,0 6,6 Halften b
70,2 23,6 6,2 Schnitzel
68,6 24,4 7,0 Halften a

7T 29 . 60 Schnitzel
66,1 27,2 6,6 Halften b
66,4 27,7 6,0 Schnitzel

Tab. 35: Capsaicinoidmuster der im Kuhlschrank gelagerten Schnitzel und ihrer zugehérigen
Hal ftenmi schungen
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Anders sieht es aus bei der Lagerung im Laborschrank, RT. Hierbei veréndern sich die
prozentualen Anteile der Hauptcapsaicinoide untereinander. Der Anteil an Capsaicin nimmt
bei den Schnitzeln im Vergleich zu den Halften ab, wahrend die Anteile an Dihydrocapsaicin
zunehmen (Tab. 36).

Tag %C D% %DC D% %NDC D% Probenserie
66,0 25,0 9,0 Halften a
0 667 242 S Schnitzel
67,4 24,7 7,9 Haften b
66,2 25,7 8,1 Schnitzel
66,8 24,5 8,8 Halften a
1 570 -98 311 +66 119 +31  Schnitzel
67,5 25,2 7,4 Halften b
643 -32 282 +30 75 +0,1 Schnitzel
71,0 23,0 59 Halften a
2 686 -24 266 +36 48 -1l _ Schnitzdl
69,9 22,7 7,4 Halften b
67,1 -28 270 +43 59 -15 Schnitzel
5 65,7 26,7 7,6 Halften a
608 -49 343 +76 4,9 -2,7 Schnitzel
68,2 24,0 79 Halften a
7 621 -61 289 +49 90  +11  Schnitzel
72,4 20,9 6,8 Halften b

60,7 -11,7 284 +75 10,9 +41 Schnitzel

Tab. 36: Capsaicinoidmuster der bei RT im Laborschrank gelagerten Schnitzel und ihrer
zugehorigen Halften

10.3 Frichte aus Gewachshausanbau

Die folgenden Ergebnisse bestétigen die Untersuchungen an im Handel gekauftem Material.
Sie zeigen deutlich, dal3 sich die Capsacinoidgehalte einzelner Friichte stark vonelnander
unterscheiden, auch wenn sie unter denselben Bedingungen angebaut und unter identischen
Bedingungen bis zur Aufarbeitung aufbewahrt werden.
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In den zuvor beschriebenen Studien wurde Dbereits festgestellt, da3 die
Capsai cinoidkonzentrationen einzelner Frichte desselben Kaufes stark variierten. Hierbei war
jedoch die genaue Herkunft und Geschichte der Friichte unbekannt: von wieviel Feldern,
Strauchern stammten die Friichte? Welche Zeit verging zwischen Ernte und Vermarktung und
wie sahen die Transport- und Lagerbedingungen aus? Um hier detaillierte Angaben zu haben,
wurde im Gewachshaus von April bis September 1999 Gewdirzpaprika (Capsicum annuum;
Pfeffer de Cayenne G974, Partiennummer 18G85St, Egesa Gief3en) angebaut. Von drei
Stréuchern wurden in unterschiedlichen Zeitabsténden nach der Bliite Friichte geerntet, kihl
gelagert und innerhalb weniger Tage einzeln aufgearbeitet.

Die Frucht wurde zur Analyse mit einem Skalpell in kleine Stiicke geschnitten, in einen
Plastikzentrifugenbecher mit 30 ml Methanol gegeben und mit dem Ultraturrax zu einer
»PUlpe" zerkleinert. Nach Abspllen des Ultraturraxstabes, wurde diese Mischung 30 min
stehengelassen, bevor sie mit Hilfe eines Buchner-Trichters unter Anlegen eines leichten
Vakuums abgenutscht wurde. Der Filtrationsrickstand wurde mit 30 ml  Methanol
nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden anschlief3end in einen 100 ml Mef3kolben
uberfuhrt und mit Methanol bis zur Marke aufgefillt. Vor der Injektion in die HPLC wurde
mit einer Methanol-Wasser-Mischung (7+3; v+v) 1:10 verdunnt.

In Tab. 37 sind die Capsaicinoidgehalte der Paprika des Strauches Nr. 1 aufgelistet. Alle
Frichte waren von ahnlicher Grof3e (Lénge: ca. 12 cm, Durchmesser: ca. 1 cm) und Gewicht
(3-5,5 g), sind 14 Tage nach der Blite in grinem Zustand geerntet worden, lagen bis zur
Aufarbeitung zwei Tage im Kihlschrank (in ein feuchtes Tuch eingewickelt) und stammten
ale vom &auferen Teil des Strauches. Es wurden insgesamt 16 griine Frichte geerntet.
Interessant war, dal3 bei 5 Frichten im Kihlschrank eine Nachreifung stattgefunden hatte, so
daid ein Teil der urspriinglich griinen Friichte rot wurde.

6 Friuchte dieser Ernte (je 3 griine und 3 rote) wurden willkdrlich ausgewahlt und einzeln auf
ihren Capsaicinoidgehalt hin untersucht.

Es zeigte sich, dal3 die Capsaicinoidkonzentrationen der einzelnen Friichte Uber einen grof3en
Bereich (von 217 bis 632 mg/kg) trotz enger Verwandtschaft (gemeinsamer Herkunft von nur
einem Strauch, nur dul3ere Friichte, dasselbe Alter) variierten.

Betrachtet man das Capsai cinoidmuster, so stellt man fest, dal3 auch dieses variiert. Zwischen
Capsaicinoidmuster und Gesamtcapsaicinoidgehalt a3t sich keine Korrelation feststellen
(Tab. 37).

Es zeigte sich auch kein Zusammenhang zwischen der Farbe der Frichte und deren
Scharfstoffgehalt. Sortiert man die Frichte nach Farben und betrachtet dann das



EXPERIMENTELLER TEIL Seite 90

Capsaicinoidmuster, so ist auch hier keine Ubereinstimmung festzustellen. Die Farbe der
Friichte lassen somit auch keinen Ruckschlufd auf das Muster zu.

Frucht | Farbe | Capsaicinoid- C DC NDC | Konzentrationsverhdltnisse
gehalt mg/kg % % % C/IDC DC/NDC CINDC

1 grin 631,8 54,3 33,8 11,9 1,60 2,84 4,56
2 grin 217,3 58,9 314 9,8 1,88 3,20 6,01
3 grin 564,1 59,2 314 9,4 1,89 3,34 6,30
4 rot 583,4 48,4 35,2 16,5 1,34 2,31 2,93
5 rot 562,4 54,9 33,0 12,2 1,66 2,70 4,50
6 rot 449,9 47,8 37,0 15,2 1,29 2,43 3,14

Tab. 37: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) und -muster einzelner Frichte des
Strauches Nr. 1, 14 Tage nach der Blte; niedrigster und hochster Wert fettgedruckt

Diese Ergebnisse wurden an Friichten von zwei weiteren Stréuchern (Capsicum annuum)
bestatigt (Tab. 38).

Strauch | Fruchtfarbe | Capsaicinoidgehalt C% DC % NDC %
mg/kg

1 grin 285,2 48,0 36,8 15,2
rot 302,0 52,6 329 14,5

rot 383,2 51,5 35,8 12,7

grun 426,7 52,7 35,9 11,4

2 rot 3717 48,8 36,1 15,0
grin 389,2 50,6 36,8 12,5

rot 402,4 52,8 34,5 12,8

grin 606,5 53,9 34,2 11,9

3 grin 269,2 37,2 40,6 22,2
rot 336,8 42,9 38,3 18,8

grin 365,4 46,8 37,8 15,4

rot 435,1 47,7 34,8 17,5

Tab. 38: Capsaicinoidgehalte und -muster von 12 einzelnen Friichten dreier verschiedener
Sraucher, 20-25 Tage nach der Blite geerntet, sortiert nach Srauch und aufsteigendem
Capsaicinoidgehalt, niedrigster und hochster Wert fettgedruckt
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10.3.1 Capsaicinoidgehalte wahrend Fruchtentwicklung und -reife

Der in der Literatur (3.5, S 9) beschriebene Verlauf der Capsaicinoidkonzentration mit
maximalem Wert und Abnahme abhangig von der Fruchtreife konnte nicht bestétigt werden.

Abb. 42 zeigt die Resultate fur den Gesamtcapsaicinoidgehalt von 38 Einzelfriichten, die

zwischen Tag 14 und 66 nach der Blite von drel unter gleichen Bedingungen gehaltenen

Capsicum annuum-Strauchern geerntet wurden. Die Busche blihten ein zweites Ma im

September. Auch von dieser sogenannten ,,Nachbltte® wurden Frichte entnommen und auf

ihren Capsaicinoidgehalt hin untersucht. Mit Konzentrationen zwischen etwa

200 mg/kg und 800 mg/kg zeigte sich eine von der Farbe der Frichte unabhangige, recht
600

grol3e Spannbreite.
500 + -
400 T il
300 .
200
100 - ‘

14 20-25 33-42 62-66  Nachblite
Tage nach der Blite

800 T

700 +

Capsaicinoidgehalt mg/kg

Abb. 42: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) einzelner Frichte, 3 Strucher, sortiert
nach aufsteigendem Gehalt
wei3e Balken: gruine Friichte, schwarze Balken: rote Friichte
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Der Chlorophyllgehalt, aso die griine Farbe der Frichte nimmt mit zunehmender Reife der
Frichte ab. Gleichzeitig steigt mit zunehmendem Alter der Friichte der Carotinoidgehalt, also
die rote Farbe.* Aus diesem Grund sind die Friichte von 33 bis 66 Tagen nach der Bliite ale
rot.

Die prozentualen Anteile der Capsaicinoide variierten fur C von 37 - 59 %, fur DC von
30 - 42 % und fur NDC von 9 - 22 % (Einzelwerte: Tab. 37, Tab. 38 und Tab. 50, S. 138).
Von diesen insgesamt 45 Extrakten wurden von 25 Extrakten (willkirlich ausgewahlt) neben
den Hauptcapsaicinoiden C, DC und NDC auch Minorcapsaicinoide bestimmt (Einzelwerte:
Tab. 51, S 139). Die Schwankungsbreiten fir die dabel analysierten Capsaicinoide sind in
Tab. 39 aufgefiihrt.

Capsaicinoid %
C 36 - 50
DC 30-37
NDC 11-18
HomoC 1,7-3,2
DSVA 1,0-25
HomoDC | 05-1,6
HomoDC |1 29-46

Tab. 39: Muster (in Prozent) der Haupt- und Minorcapsaicinoide einzelner, willkirlich
ausgewahlter Frichte
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11 Sorten- und Herkunftszuordnung bei Paprikapulvern

11.1 Ungarische und mar okkanische Paprikapulver

Am Beispiel ungarischer und marokkanischer Paprikapulver jeweils der Handel ssorten Rosen-
und Edelsti3paprika aus den Erntejahrgangen 1996, 1998 und 1999 sollte geprift werden, ob

sich enzene
Sortenzugehorigkeit eignen.

Inhaltsstoffe als Authentizitdtsparameter  fir

L anderherkunft

oder

Tab. 40 gibt eine Ubersicht tber die analysierten Paprikapulverproben, die von der TU
Mnchen (Prof. Dr. Schieberle) bezogen wurden.

Ernte 1996
Land Handelsbezeichnung| Farbqualitat Aussehen
Marokko, Meknes Edelsii rot klumpiges Pulver
Marokko, Beni Mellal Edelsii rot klumpiges Pulver
Ernte 1998
Land Handelsbezeichnung| Farbqualitat Aussehen
Ungarn, Sifok Rosen hellrot sehr fein
gemahlenes Pulver
Ungarn, Sifok Edelsuf? hellrot sehr fein
gemahlenes Pulver
Ungarn, Sifok (keine hellrot fein gemahlenes
Frische Friichte 6 Monate bei | Handel sbezei chnung) Pulver
RT in MUnchen getrocknet
und gemahlen
Marokko, Beni Méllal Edelsii rot klumpiges Pulver
Marokko, Meknes Edelsii rot klumpiges Pulver
Marokko, Meknes Rosen rot grobes Pulver

(Paprika-Chips)
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Ernte 1999
Land Handelsbezeichnung| Farbqualitat Aussehen
Ungarn, Sifok Rosen hellrot sehr fein
gemahlenes Pulver
Ungarn, Sifok Edelsii hellrot sehr fein
gemahlenes Pulver
Marokko, Meknes Rosen rot klumpiges Pulver

Tab. 40: Ubersicht tber die von der TU Minchen (Prof. Dr. Schieberle) bezogenen
Paprikapul ver proben der Erntejahrgénge 1996, 1998 und 1999

Zur Bestimmung der Capsaicinoidkonzentration wurden die Proben nach der flissig-flissig-
Verteillung nach Ethylacetatextraktion aufgearbeitet und ein Aliquot, ggf. nach entsprechender
Verdunnung, indie HPLC injiziert.

Zur Ermittlung der ASTA-Farbwerte wurden 100 mg Pulver in einen 100 ml Mef3kolben
eingewogen und mit Aceton bis zur Marke aufgefiillt und umgeschuittelt. Nach Stehenlassen
von 16 Stunden im Dunkeln wurden die Extinktionen der Lésungen bei 460 nm
photometrisch bestimmt.®®

In Tab. 41 sind die Ergebnisse Uber die an der BUGH Wuppertal auf Capsaicinoide und
Farbcharakteristika (Herr Riegel, FB 9, Textilchemie) sowie in Kooperation mit der
Universitdt Jena (Dr. Bohm) auf Carotinoide untersuchten Proben des Jahrgangs 1998
zusammengestel|t.

Die Untersuchungsergebnisse der Pulver der Jahrgange 1996 und 1999 sind in Tab. 42
aufgefihrt.

Die Ergebnisse werden in Kapitel 12.4, S. 110 diskutiert.
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Ernte 1998

Capsaicinoide Farbwerte Carotinoide

(mg/100 g)

Pulver Gehdlt |C DC NDC [ASTA|L’ a b Cap Zea b- b-

mag/kg | % % % Caro Cryp
Ungarn Sifok 807,3 (46,1 426 114 | 63 |4777 3747 4811 |269 70 89 35
Rosen
Ungarn Sifok 47 502 392 107 |160 |41,17 3697 38,15 |68,7 321 256 11,2
EdelsiiR
Ungarn Sifok <03 187 nicht bestimmt nicht bestimmt
in Minchen
getrocknet und
gemahlen
Marokko Beni 325 (468 429 103 | 49 [4256% 31,66 4090'(190 82 51 33
Mellal Edelsii
Marokko Meknes | 43,0 460 429 11,0 | 94 |[3152 3241 2826 |41,6 146 149 85
EdelsiiR 42451 34471 42291
Marokko Meknes {250,3 [482 398 11,9 | 36 (3094 2277 2429 [131 51 1,7 17
Rosen

Y nach Entfernung von auRerlichem Fett (Meknes-Proben dreifach hoherer Fettgehalt al's Sifok-Proben)

Tab. 41: Zusammenstellung der Ergebnisse (Mittelwerte) der Paprikapulver des Jahrgangs
1998; Cap: Capsanthin, Zea: Zeaxanthin, b-Caro: b-Carotin, b-Cryp: b-Cryptoxanthin

Ernte 1996
Capsaicinoide Farbwert
Pulver Gesamtgehalt C DC NDC ASTA
mg/kg % % %
Marokko Beni Mellal Edelsuf} 17,2 52,0 37,6 10,5 n. b.
Marokko Meknes Edelsil3 38,7 49,2 40,7 10,2 n. b.
Ernte 1999
Capsaicinoide Farbwert
Pulver Gesamtgehalt C DC NDC ASTA
mg/kg % % %
Ungarn Sifok Rosen 702,7 39,9 45,5 14,5 438
Ungarn Sifok Edelsti3 11 48,9 39,5 11,7 87
Marokko Meknes Rosen 122,0 46,7 41,3 12,0 49

Tab. 42: Zusammenstellung der Ergebnisse (Mittelwerte) der Paprikapulver der Jahrgange

1996 und 1999; n.b.: nicht bestimmt, da vor der Analyse langere Zeit tiefgefroren
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11.2 Amerikanische Paprikapulver

Laut Peusch® liegen die in den verschiedenen Paprikapulvern (n = 27) analysierten C/DC-
Verhaltnisse zwischen 0,99 bis 1,89 und die NDC/C-V erhaltnisse zwischen 0,120 und 0,286,
was C/NDC-Verhdtnissen von 8,3 bis 3,5 entspricht. Diese Aussage kann bel den bisher
untersuchten Pulvern bestétigt werden. Sollte bei der Untersuchung von Paprikapulvern, die
aus Frichten der Varietdt C. annuum var. annuum L. hergestellt wurden, eines dieser
Verhdtnisse deutlich andere Werte annehmen, ist eine kritische Uberprifung des
Analysenergebnisses angebracht.

Das Capsaicinoid Pelargonsaurevanillylamid PSVA ist anders as Capsaicin,
Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin leicht synthetisch herzustellen und um den Faktor
5 billiger as das natiirliche Capsai cinstandardgemisch. PSVA kommt zwar auch nattirlich vor,
besitzt mit Konzentrationen von 1,5 bis max. 4,6 % jedoch nur eine untergeordnete Rolle.”
Durch Zumischung von synthetischem PSVA zu einem Pulver kdnnte somit die Scharfe
preiswert und einfach erhoht werden. Bei den gangigen Reversed Phase HPLC-Verfahren
wirde eine solche Zumischung nicht auffallen, da es dort nur durch Verwendung
silberionenhaltiger mobiler Phasen moglich ist, das kritische Paar PSVA/C zu trennen. Wegen
der Lichtempfindlichkeit von Silberchlorid und weiterer Nachteile hat sich diese
Vorgehensweise zur Capsaicinoidanalytik nicht durchgesetzt.

Eine Auftrennung in PSVA und C ist jedoch ohne grof3en Aufwand per Gaschromatographie
moglich, die sich zwar nicht fir eine Routineanalytik eignet, alerdings bei auffalligen Proben
eine rasche Aussage zur Verfaschung von Proben mit PSVA erlaubt.

Bei der Untersuchung von Pulvern verschiedener definierter Landerherkunft fiel ein Pulver
auf, das folgende Zusammensetzung zeigte (Tab. 43).

% % % | cpc | Nperc
c’ DC NDC
69 | 298 | 33 | 224 | o1

Tab. 43. Prozentuale Verteilung und Verhaltnisse der Capsaicinoide C, DC, NDC eines
scharfen Paprikapulvers (USA) erhalten per HPLC ) Summe C und PSVA

Ein weiteres Pulver vom selben Hersteller zeigte nicht dieses untypische Muster (Tab. 44).
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% % % | cioc | Npeic
C DC NDC
556 | 366 | 7.9 | 152 | 0142

Tab. 44: Prozentuale Verteilung und Verhéltnisse der Capsaicinoide C, DC, NDC eines
milden Paprikapulvers (USA) erhalten per HPLC ) Summe C und PSVA

Aufgrund des untypisch hohen relativen Gehaltes an Capsaicin und des damit sehr hohen
C/DC-Verhdtnisses des scharfen Pulvers wurde vermutet, dal3 eine Verfalschung mit PSVA
vorgenommen worden war, um eine Erhohung der Schérfe zu erhalten.

Um dies zu Uberprifen, wurde deshalb das scharfe Pulver per GC/MS untersucht. Der fir
PSVA ermittelte Gehalt von 2 % liegt innerhalb der natirlichen Schwankungsbreite. Bel
dieser Probe liegt ein fir Capsicum annuum untypisches Capsai cinoidmuster vor.
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Diskussion und Arbeitsvorschriften

12 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte zundchst eine Optimierung und Weiterentwicklung der Analytik
der Capsaicinoide in Gewdrzpaprika zum Ziel. Aus diesem Grund wurden verschiedene
chromatographi sche M efmethoden miteinander verglichen.

Bei Untersuchungen von Einzelfrichte aus Handelspartien von frischem Gewlrzpaprika
fielen die wet voneinander abweichenden Capsaicinoidkonzentrationen auf. Nach
Ausarbeitung einer geeigneten Methode, um vergleichende Studien durchfihren zu kénnen,
wurde die Stabilitét der Capsaicinoide in intakten und zerkleinerten Friichten bei der Lagerung
untersucht. In eigens angebauten Frichten wurden die Scharfstoffgehalte wahrend
Entwicklung und Reifung analysiert.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der im experimentellen Teil vorgestellten Versuche mit
den bisher in der Literatur genannten Daten verglichen.

12.1 Mel3methoden

Es sollte eine Mefd3methode entwickelt werden, mit der zuverléssig die nur in sehr geringen
Konzentrationen vorkommenden Minorcapsaicinoide bestimmt werden konnen. Erwartet
wurde, dald3 die Konzentrationsunterschiede dieser Minorcapsaicinoide grofRer als die der
Hauptcapsaicinoide C und DC ausfalen wirden und somit als Authentizitatskriterium
geeignet wéaren. Aus diesem Grund sollten verschiedene Methoden (HPLC mit
Fluoreszenzdetektion und elektrochemischer Detektion, GC mit NPD und MS) miteinander
verglichen werden, um festzustellen, welche dieser Methoden die geeignetste im Hinblick auf
eine hohe Empfindlichkeit, niedrige Stéranfélligkeit und gute Reproduzierbarkeit ist.

Mit der HPL C-Trennung an einer RP-18-Saule und Fluoreszenzdetektion lag eine robuste und
reproduzierbare Methode vor. Hierbei stand allerdings nicht die Bestimmung der
Minorcapsaicinoide im Vordergrund, sondern die Trennung und Anayse der
Hauptcapsaicinoide C, DC und NDC.® Durch Verwendung eines elektrochemischen
Detektors (ELCD) versprach man sich eine Erhohung der Nachweisempfindlichkeit.
Weiterhin sténde neben der Fluoreszenz eine zweite auf einem vollig anderen
Detektionsprinzip berunende Methode zur Verfigung, wodurch Stérungen durch
Matrixkomponenten einfacher zuzuordnen wéren.
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Durch Aufnahme ,, hydrodynamischer Voltammogramme” wurde das optimale Redoxpotential
(maximales Signal/Rauschverhaltnis) der Capsaicinoide beim ELCD bestimmt. Hierbei wurde
neben dem Analytstrom auch der Grundstrom und das Grundrauschen berticksichtigt. Als
optimales Potential wurde 0,9 V ermittelt, was im Vergleich zu den in der Literatur genannten
Potentialen hoher liegt. Chiang™’ wahlte das zur Reaktion niedrigst benétigte Potential, um
den ELCD als ,, Selektivitétsmittel“ zu nutzen. Dies erklart das niedrige Potential von 0,4 V.
Kawada et al."*° arbeitete bei 0,75 V, das er als Kompromif zwischen maximalem Response
und minimalen Hintergrundrauschen ansah. Der Unterschied von 0,75 V zu 0,9 V konnte vor
allem durch unterschiedliche Geréte, aber auch durch Verwendung verschiedener Eluenten
(unterschiedliche Leitfahigkeit) bedingt sein.

Mit dem ELCD wurde ene mit der Fluoreszenzdetektion vergleichbare
Nachweisempfindlichkeit (im oberen pg-Bereich) erzielt. Beide Methoden zeigten eine
vergleichbare Linearitét. Die Erhohung der Empfindlichkeit beim ELCD im Vergleich zur
Fluoreszenz, wie sie bisher in nur einer einzigen Arbeit™® genannt wurde, konnte nicht
bestétigt werden. Im Vergleich zu der 1981 in der Literatur™® beschriebenen NWG erreicht
man hier eine um den Faktor 10 erhohte Empfindlichkeit bel der Fluoreszenzdetektion. Dieses
konnte mit der Weiterentwicklung der Fluoreszenzdetektoren in den letzten 15 Jahren erklart
werden.

Es konnte zudem gezeigt werden, dal3 die Responsefaktoren von C und PSVA gleich sind.
PSV A kann deshalb sowohl bei der Fluoreszenzdetektion wie auch bel der elektrochemischen
Detektion als externer Kalibrierstandard fur die Quantifizierung aller Capsaicinoide
verwendet werden. Die Erstellung nur einer Kalibriergerade fihrt zu einer grof3en
Zeitersparnis. Zudem ist PSVA der hilligste kauflich zu erwerbende Standard.

Beim Vergleich der Chromatogramme von Pulvern unterschiedlicher Scharfegrade, die durch
sequentielle Anordnung von Fluoreszenzdetektor und ELCD erhalten wurden, zeigt sich beim
ELCD, besonders bel milden Paprikapulvern, ein groferer ,Matrixpeak”, an dessen
auslaufender Flanke sich die Capsaicinoide befinden, was die Auswertung der
Chromatogramme erschwerte.

Mit dem elektrochemischen Detektor konnte nicht empfindlicher als mit Fluoreszenzdetektion
gemessen werden. AulRerdem war der Arbeitsaufwand bei den Messungen mit dem ELCD
erheblich hoher als beim Fluoreszenzdetektor, da die Arbeitselektrode haufig gereinigt und
der Eluent in kurzen Zeitabstdnden ausgetauscht werden mufdte. Zudem nahm im Laufe der
Messungen der Grund- und Mefdstrom ab und es kam zu einer Verschiebung des
Responsemaximums. Die el ektrochemische Detektion erfillte somit nicht die in sie gesetzten
Erwartungen und erbrachte gegentiber der Fluoreszenz keine Vorteile.
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Mittels Gaschromatographie sollte ein zur HPLC alternatives Trennverfahren beziglich
Robustheit und NWG entwickelt werden, damit auch die Capsaicinoide, die bei der HPLC nur
mit hohem Aufwand getrennt werden kénnen, was besonders auf das Paar PSVA/C zutrifft,
einzeln analysiert werden konnen. Die GC mit stickstoffspezifischer Detektion (NPD) schien
hier besonders aussichtsreich.

Es wurde festgestellt, dal3 die GC prinzipiell zur Scharfstoffanaytik geeignet ist. Fur
Serienuntersuchungen ist sie jedoch wegen der unten beschriebenen Nachteile der HPLC-
Analytik mit Fluoreszenzdetektion unterlegen.

Die Analytik per GC/NPD ergab NWG, die geringfugig (Faktor 1,5) unter denen der
HPL C/Fluoreszenzdetektion lagen. Thomas et al. ermittelten ein Instrumental Detection Limit
(IDL) von 0,2 ng.”® Das in dieser Arbeit ermittelte IDL, berechnet iber die dreifache
durchschnittliche Hohe des Basidlinienrauschens, ergab Werte von 0,1 ng und liegt damit
unter dem von Thomas et al. angegebenen Wert.

Beim GC/NPD konnte im Gegensatz zur HPLC Uber den gesamten Mefdbereich keine
befriedigende Linearitét erzielt werden.

Eine externe Kalibrierung nur mit PSVA ist nicht ohne weiteres moglich, wie anhand der
Kalibriergeraden von PSVA und C gezeigt werden konnte, da sich die Geraden zu sehr
voneinander unterscheiden. Das bedeutet, dald fir jedes Capsaicinoid eine eigene
Kalibriergerade aufgenommen werden mifte. Da nur drei Capsaicinoide (C, DC und PSVA)
kauflich zu erwerben sind, mufdten die anderen Capsaicinoide selbst synthetisiert werden, was
einen erheblichen Arbeitsaufwand darstellt.

Als interner Standard kam zunéchst 2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin zum Einsatz. Da dies
wegen seiner spaten Retentionszeit nicht optimal war, wurde Laurinsdurebenzylamid
synthetisiert. Es erfillte alle an den internen Standard gestellten Anforderungen (kein Tailing,
Retentionszeit nahe bei den Capsaicinoiden).

Bel den Capsaicinoiden in underivatisierter Form wurde ein starkes Tailing beobachtet. In der
Literatur ist haufig dariiber berichtet worden™, obwohl Hawer et al. zeigen konnten, daR die
underivatisierten Capsaicinoide bel Verwendung von Kapillarsdulen ohne Peaktailing
bestimmt werden kénnen.”> Aber auch eine jiingst erschienene Arbeit zeigte ein Tailing der
Analyten.” Fir dieses Tailing wurde die Hydroxylgruppe der Capsaicinoide verantwortlich
gemacht, da dadurch eine Tendenz zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen gegeben
ist. Aus diesem Grund wurden die Capsaicinoide mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH)
derivatisiert. Dadurch konnte das Tailing (Ausnahme: niedrige Konzentrationen) weitgehend
beseitigt werden. Gleichzeitig wurde aber auch neben der gewiinschten Umsetzung an der
Hydroxylgruppe eine zusétzliche Methylierung am Stickstoffatom beobachtet. Diese doppelte
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Methylierung konnte bereits festgestellt werden, bevor die Capsaicinoide eines Capsicum-
Standards quantitativ an der Hydroxylgruppe umgesetzt worden waren, wie die Kontrolle per
GC/IMS zeigte.

Hinsichtlich der Selektivitdt der Capsaicinoidbestimmung in Anwesenheit von
Coextraktivstoffen aus Paprika sowie beziiglich der Robustheit und Langzeitstabilitét erwies
sich somit die HPLC mit Fluoreszenzdetektion als Methode der Wahl, wenn es um die
quantitative Bestimmung bekannter Capsaicinoide aus Capsicum-Proben (Paprika, Chilies)

ging.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wurde nicht auf die anaytische
Methodenentwicklung gelegt, sondern auf Untersuchungen zum Vorkommen und zur
Stabilitét der Capsaicinoide wéahrend Fruchtreifung, Lagerung und Bearbeitung. Deshalb
wurde auf eine Optimierung der analytischen Methoden verzichtet. Der hiermit verbundene
Nachteil etwaige Minorcapsaicinoide nur unzureichend zu erfassen, wurde hierbei in Kauf
genommen.

12.2 Probenvorbereitung

12.2.1 HPLC

Werden Gewdrzpaprikapulver (Capsaicinoidgehalte > 35 mg/kg) mit Ethylacetatextraktion
und flissig-flissig-Verteilung aufgearbeitet, muld die Probeneinwaage der Schéarfe angepaldt
werden. Die flussig-fllissig-Verteilung ist sonst bei zu hohen Einwaagen unvollstandig, so daf?
zu geringe Capsai cinoidkonzentrationen bestimmt werden.

Fir die Aufarbeitung von Pulvern mit deutlich wahrnehmbarer Schérfe (Capsaicinoidgehalte
> 8 mg/kg) ist eine einmalige Extraktion mit einem Ldsungsmittel ohne weitere
Aufreinigungsschritte ausreichend. Damit steht eine neben der fllssig-fllissig-Vertellung nach
Ethylacetatextraktion zuverldssige und einfache Methode zur Bestimmung des
Scharfstoffgehaltes in Paprikapulvern zur Verfligung, die zudem wegen ihrer geringeren
Aufarbeitungsschritte zu einer Verringerung des Zeit- und Arbeitsaufwandes fuhrt. Aul3erdem
muld bei dieser Methode die Probeneinwaage nicht variiert werden, sondern bleibt immer
gleich.

Zur Zeit wird auf Basis dieser Methode ein DIN-Normentwurf zur Bestimmung des
Capsaicinoidgehaltes in Gewdrzpaprikapulver vom DIN-Arbeitsausschuld , Gewlrze und
wurzende Zutaten* gepruift.
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Fur die Extraktion stehen zwei verschiedene L 6sungsmittel zur Verfiigung. Es kann zwischen
MeCN:H,O (1+1; v+v) oder dem weniger toxischen und preiswerteren MeOH:H,O (7+3;
v+Vv)-Gemisch gewahlt werden.

Bel der Aufarbeitung von Oleoresinen kann sowohl die flussig-flussig-Vertellung wie auch
die vereinfachte Aufarbeitung (Extraktion mit MeCN: H,O (1+1; v+v)) gewahlt werden.
Beide Methoden liefern fur milde (z.B. 116 mg/kg) ebenso wie fur sehr scharfe (z.B.
45300 mg/kg) Oleoresine vergleichbare Ergebnisse und unterscheiden sich in ihrem Zeit- und
Arbeitsaufwand kaum voneinander. Die Auswertungen werden nicht durch Matrixeffekte
erschwert.

Auch hierbei wird vom DIN-Arbeitsausschul® ,Gewirze und wirzende Zutaten® ein
DIN-Normentwurf Uber die vereinfachte Aufarbeitung (geringfiigig modifiziert) zur Anayse
der Capsaicinoidgehalte in Paprika- und Chilioleoresinen gepruft. Fir den Farbstoff ,,E 160
Paprikaextrakt, Capsanthin, Capsorubin® werden in der EG-Richtlinie 95/45/EG spezifische
Reinheitskriterien hinsichtlich des Capsaicinoidgehaltes angegeben.'”*'®  Dieser darf
maximal 250 mg/kg Capsaicin enthalten. Vor diesem Hintergrund ist eine zuverléssige
Methode zur Bestimmung des Scharfstoffgehaltes in Paprikaol eoresinen besonders wichtig.

12.2.2 Gaschromatographie

Bel der Probenaufarbeitung fur GC-Analysen ist eine grindliche Aufreinigung, unabhangig
vom Schéarfegrad des Pulvers, absolut notwendig. Eine aleinige Lésungsmittel-Extraktion,
wie sie fur die HPLC mdglich ist, reicht auch bel scharfen Pulvern nicht aus, da zu viele
Begleitstoffe miterfaldt werden. Prinzipiell moglich ist dabel eine Ethylacetatextraktion,
Aufarbeitung nach der flussig-flissig-Vertellung und anschlief3end ein Ausschitteln mit
Cyclohexan bzw. Diethylether. Der Vorteil beim Ausschitteln mit Cyclohexan ist darin zu
sehen, dald3 weniger Matrixbestandteile als beim Ausschitteln mit Diethylether miterfal3t
werden, so dal3 auch die Chromatogramme edel stif3er Pulver gut ausgewertet werden kdnnen.
Zuriickzufthren ist dies auf die unterschiedliche Polaritdt der beiden LoOsungsmittel.
Dieethylether ist polarer as Cyclohexan. Polare Matrixbestandteile, die sich in der wéldrigen
Phase befinden, gehen somit leichter in die Diethylether- as in die unpolarere
Cyclohexanphase Uber. Die Abtrennung dieser Begleitstoffe mittels Diethylether anstelle von
Cyclohexan ist somit weniger effektiv.

Nachteilig ist allerdings die Diskriminierung von Capsaicin, so dal3 Dihydrocapsaicin in den
Cyclohexan-Extrakten (falschlicherweise) das Hauptcapsaicinoid darstellt. Die Ursache ist
ebenfalls in der unterschiedlichen Polaritét der beiden Losungsmittel wie auch der beiden
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Capsaicinoide zu sehen. Das polarere C geht bel dem polareren Diethylether leichter alsDC in
die organische Phase Uber, ebenso wie das unpolarere DC leichter in die unpolarere
Cyclohexanphase als C Ubertritt.

Thomas et al., die ebenfals als Detektor einen NPD verwendeten, schlugen vor, die
Paprikaproben nur mit Aceton zu extrahieren.” Die Chromatogramme belegen aber durch
sehr starke Matrixsignale eine fehlende Selektivitdt und bestdtigen die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse.

12.3 Frische Frichte

12.3.1 Heterogenitét

Es wurde eine breite Heterogenitdt des Capsaicinoidgehaltes sowohl fur einzelne Friichte aus
dem Handel wie auch fir selbstangebaute Friichte festgestellt.

12.3.1.1 Handelsware

Bel Handelsware gab es innerhalb derselben Handel spartie keine Zusammenhange zwischen
Reifungsgrad, indiziert durch den Farbwechsel von grin Uber grin-orange nach rot,
Capsaicinoidkonzentration und -muster. Acht gleich grof3e Frichte aus einer Handelspartie
zeigten beispielsweise eine Spanne des Gesamtcapsaicinoidgehaltes von 154 bis 373 mg/kg
ohne jegliche Korrelation des Schéarfegrades zur Fruchtfarbe.

Die breite Heterogenitét der Scharfstoffkonzentration einzelner, gekaufter Friichte wurde in
zahlreichen Studien bestétigt (Tab. 48, S 136 und Tab. 49, S 137).

Eine noch grofere Spanne der Capsaicinoidkonzentrationen wurde bei der Untersuchung von
Fruchtsegmenten frischer Gewirzpaprika festgestellt (10.1.3, S 68).

Fast 90 % der Capsaicinoide wurden in den Scheidewanden und Plazenta gefunden. Diese
Ergebnisse stimmen gut mit den in der Literatur genannten Daten Uberein, nach dem diese
Organe digienigen sind, in der die Capsaicinoide gebildet werden.*® *> ?° |n Samen und
Fruchtwénden konnten kaum Scharfstoffe nachgewiesen werden. Literatur', die die Samen
als Ort mit hohen Capsai cinoidkonzentrationen nennen, sind deshalb kritisch zu betrachten.
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12.3.1.2 Frichte aus Gewachshausanbau

Die Untersuchung von Frichten bekannter Herkunft (eigener Gewéachshausanbau) ergab
bereits bel Frichten ein- und desselben Strauches und identischem Zeitpunkt der Ernte,
gemessen an den Tagen nach der Blite, erhebliche Unterschiede im Gehalt und Muster der
Capsaicinoide. Dies widerlegt die Erwartung, dal’ das Capsaicinoidmuster eine Moglichkeit
zur Sortendifferenzierung oder Herkunftsermittiung bieten konnte. Dies wird auch aus
neueren Ergebnissen von Zewdie und Bosland so festgestellt: das Capsaicinoidmuster eignet
sich nicht zur Sortendifferenzierung.’”® In diesem Artikel wird nur auf die prozentuale
Verteilung der Capsaicinoide und nicht auf deren Scharfstoffgehalt eingegangen. Es ist nicht
ersichtlich, ob und ggf. wieviele Einzelfriichte untersucht wurden.

Bestétigt werden konnte das aus Untersuchungen an Handelsware erhaltene Resultat, dal3 die
Fruchtfarbe nicht mit dem Schérfegrad (Capsaicinoidgehalt) korreliert.

Zwischen Capsaicinoidmuster und Capsaicinoidgehalt ist ebenfalls keine Korrelation
festzustellen.

Im Zeitraum zwischen 14-66 Tagen nach der Bliute lie3 sich en Anstieg des
Capsaicinoidgehalts wahrend der Fruchtreifung nicht feststellen, wenn die Einzelresultate
fur einzelne Frichte gemittelt und die Standardabweichungen berticksichtigt werden
(Abb. 43). Anhand der Standardabweichung wird zudem nochmals die starke Streuung der
Capsaicinoidgehalte deutlich.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu in der Literatur genannten Arbeiten (3.5, S 9).
Alle Autoren stellen eine Zunahme der Capsaicinoidkonzentration mit zunehmender Reife,
einem Maximum der Gehalte und anschlief3endem Abbau fest. Die maximalen Gehalte
werden meist um 30 - 50 Tagen nach der Blite gefunden. Der Zeitpunkt der maximalen
Gehalte differiert jedoch teilweise schon bei ein und derselben Varieté (C. annuum var.
annuum cv. Padrén), angebaut in unterschiedlichen Jahren. >
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Abb. 43: Capsaicinoidgehalte (Mittelwerte) inklusive der Standardabweichungen aus den
Werten fur einzelne Frichte (mg/kg Frischgewicht) von drel Stréauchern

Die Ergebnisse sind schwer untereinander zu vergleichen, da die Konzentrationsangaben
unterschiedlich sind und die , Vorbereitung” der Frichte uneinheitlich vorgenommen wurde.
Die Angaben werden auf frische oder getrocknete Friichte bezogen, die im ganzen, vor der
Analyse von ihren Samen befreit oder in ihre Fruchtbestandteile (Perikarp, Plazenta) zerlegt,
analysiert werden. Bei der Beschreibung der Probenvorbereitung ist nicht klar, ob einzelne
Frichte und wenn ja wieviele oder ob pro Erntetag/Aufarbeitungstag mehrere Frichte
aufgearbeitet und Mittelwerte gebildet und verwendet wurden.

In ener enzigen Arbeit wird an ener Stelle kurz auf die Heterogenitdt der
Capsaicinoidgehalte einzelner Friichte eingegangen.®’ Rymal et al. untersuchten 10 Friichte
und stellten fest, dal3 der Capsaicinoidgehalt zwischen 630 und 1230 mg/kg schwankte. Sie
gingen auf diese Variabilitét jedoch nicht welter ein. Bei der Untersuchung weitere Friichte
von zwei verschiedenen Varietéten bildeten sie wieder nur die Mittelwerte.

Die Arbeitsgruppe von Bosland et al. hat zwar variierende Capsaicinoidgehalte von Friichten
verschiedener Straucher eines Anbaufeldes gefunden. Sie fihren diese Variabilitét aber auf
die Umweltbedingungen zuriick, die sie fir einen grofReren Einflul3 als die genetische
Ausstattung halten. Aber auch sie haben nicht einzelne Frichte ein und desselben Strauches
untersucht.>*>®

Der in der Literatur beschriebene deutliche Capsaicinoidabbau ab ca. 50 Tagen nach der
Bllte, scheint nach den o.g. Erkenntnissen mdglicherweise ein Zufalsresultat aufgrund der
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Probennahme zu sein, da in keiner dieser Publikationen auf die breite Variabilitét der
Capsaicinoidgehalte in den einzelnen Friichten eingegangen wird.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 trotz einheitlicher Herkunft (ein einzelner
Strauch) und Wachstumsbedingungen der Capsaicinoidgehalt und das Muster bei
individuellen Friichten in einem weiten Bereich variiert. Eine gesicherte Aussage zum Verlauf
der Produktion von Capsaicinoiden bzw. deren Abbau ist daher nicht moglich.

12.3.2 Lagerstudien

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal an Friichten, also in vivo, gezeigt werden, dal3 es nur
zu einem Abbau der Capsaicinoide kommt, nachdem die Zellstrukturen zerstort worden sind.
Bisher wurden lediglich in vitro-Studien zum Abbau an Capsaicinoid-Standards
durchgefiihrt.*" 48

Wegen der beachtlichen Variabilitdt der Capsaicinoidkonzentrationen bei Einzelfriichten,
waren diese ungeeignet, um Veranderungen im Capsaicinoidgehalt in Abhéngigkeit von der
Lagerzeit, -temperatur oder dem Lichteinflud zu untersuchen, da es keine zuverléssige
Bezugsgrofle fur den Zeitpunkt des Versuchsbeginns gibt. Durch die Zerkleinerung der
Frichte zu Schnitzeln lieffen sich dagegen Mischungen von hinreichender Homogenitét
herstellen, was die V oraussetzung darstellte, um durch Analyse von Aliquoten Verénderungen
im Capsaicinoidgehalt und -muster wahrend der Lagerung feststellen zu kénnen.

Bel der Lagerung dieser Schnitzel wurde bei zwei voneinander unabhangig durchgefihrten
Studien eine Abnahme des Capsaicinoidgehalts abhangig von den Lagerbedingungen
festgestellt.

Bel der 1. Studie wurde die stérkste Abnahme des Capsaicinoidgehaltes bis auf 30 % des
Ausgangswertes innerhalb von einer Woche bei der bel Raumtemperatur im Schrank
gelagerten Probe festgestellt. Danach blieb der Gehalt stabil. Bel der im Kuhlschrank
gelagerten Probe blieb der Anfangsgehat Uber 4 Wochen konstant. Bei allen anderen
Bedingungen (RT _aborbank, Warmeschranke bei 37 °C und 80 °C) war nach 1 Woche noch
70 % der Ausgangskonzentration erhalten und dieser Wert dann auch bis zum Ende der
vierten Woche stabil.

Bel einer Wiederholung dieses Experimentes (2. Lagerstudie, Abb. 37, S 81) wurden die
Capsaicinoide bei offener Lagerung, Laborbank bis zu 30 % und im Schrank sogar bis auf
5 % des urspriinglichen Gehaltes abgebaut.
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Ein Zusammenhang zwischen Licht und Abbauverhaten konnte nicht festgestellt werden, da
die Schnitzel, die auf der Laborbank, also im Hellen, und die, die in den Wé&rmeschranken,
somit im Dunkeln, gelagert wurden, gleich stark abgebaut wurden. Dagegen gab es eine
Korrelation zwischen dem Capsaicinoidgehalt und der Geschwindigkeit des Wasserverlustes
beim Trocknen in den Proben, weswegen ein enzymatischer Abbau, z.B. durch Peroxidasen,
vermutet wird. Um eine Schimmelbildung zu vermeiden, wurde in offenen Probengeféf3en
gelagert. Daher kam es gleichzeitig zur Trocknung der Schnitzel. Je langsamer der
Wassergehalt der Schnitzel abnahm, desto niedriger waren die Capsaicinoidgehalte am Ende
der Lagerung. Es ist anzunehmen, dal3 das capsaicinoidabbauende Enzym bel einer
langsameren Trocknung spéter inaktiviert wird und deshalb Uber einen langeren Zeitraum
wirken konnte. Dies wird besonders deutlich beim Vergleich der Lagerungen im grof3en,
offenen Raum (Laborbank) im Gegensatz zum kleinvolumigen, verschlossenen Laborschrank.
War der Trocknungsvorgang beendet, konnte das Enzym nicht mehr wirken und ab diesem
Zeitpunkt fand kein weiterer Abbau mehr statt.

Fur einen enzymatischen Abbau spricht auch die Tatsache, dal3 bei tiefen Temperaturen
(Kuhlschrank) kein Abbau stattfand, da hier die enzymatischen Reaktionen wegen der
niedrigen Temperaturen gehemmt sind.

Eine enzymatische Reaktion wirde ebenfals den unterschiedlichen grofen prozentualen
Abbau bel vergleichbaren Lagerbedingungen erklaren (s.0.). Die Aktivitdt des
capsaicinoidabbauenden Enzyms konnte unterschiedlich sein, bedingt z.B. durch das
verschiedene Alter der Friichte. Contreras-Padilla und Yahia®* stellten fest, daR mit
zunehmendem Alter der Friichte die Peroxidasenaktivitét zunimmt.

Zur Klérung, ob dieser als,, enzymatisch” interpretierte Capsaicinoidabbau nur bei Verletzung
der Zellstruktur durch das Herstellen der Paprikaschnitzel zustande kommt, oder auch in
unzerkleinerten Friichten stattfindet, wurde eine Strategie ausgearbeitet, die von mdglichst
intakten Frichten ausging. Dazu bot sich die Habierung von Frichten an. Die
Langshalbierung der Frichte wurde dabei so vorgenommen, dal3 beide Halften méglichst
symmetrisch hinsichtlich der Scheidewande und des Samenbesatzes vorlagen. Gemessen als
Schwankungsbreite der analytischen Resultate waren trotz grofter Sorgfalt beim Halbieren
der Frichte die Unterschiede zwischen den einzelnen Héalften bzw. Hélftemischungen A und
B noch zu grof3, wenn man nur von 1 oder 2 Friichten ausging. Wenn Fruchthélften dagegen
aus 5 bis 10 Friichten gepoolt wurden, wiesen sie eine hinreichend gute Ubereinstimmung im
Capsaicinoidgehalt zwischen den korrespondierenden Hélftenpartien A und B auf.
So konnte bel den Untersuchungsreihen die erste Gruppe der Halften als Bezugswert dienen
und die zweite Gruppe lieferte dann den Wert fir einen bestimmten Zeitpunkt der Lagerung.
Fur jede gewahlte Kombination aus Lagerungsbedingung und -zeit (N) wurden jewells beide
Gruppen A und B (2N) benctigt. Wegen der Unterschiede im Absolutgehalt an
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Capsaicinoiden zwischen den einzelnen Pools aus 5-10 Friichten wurde fir die Auswertung
der Untersuchungsreihe Veranderungen im Capsaicinoidgehalt nicht absolut, sondern relativ
zur Referenzmischung A berechnet.

Der Capsaicinoidgehalt blieb in dieser Studie, in der Hélften unzerkleinert gelagert wurden,
im Gegensatz zur vorher durchgefihrten Schnitzellagerung, bei den Lagerbedingungen
Laborbank und Laborschrank im Rahmen der Analysengenauigkeit stabil.

Die grofere Streuung der Resultate dieses Lagerungsexperimentes (Abb. 39, S. 84) verglichen
mit den Variationskoeffizienten in Tab. 30, S 72 |&3t sich damit erklaren, dal3 fur die
Lagerung insgesamt 245 Friichte geteilt wurden. Eine so grof3e Zahl zu halbierender Friichte
fuhrt bei manueller Bearbeitung zwangsaufig zu einer niedrigeren Prézision, da die exakte
Halbierung beztiglich Scheidewanden und Samenbesatz schwierig ist.

Zusétzlich wurde eine Untersuchungsreihe durchgefihrt, in der parallel Paprikaschnitzel und
-halften im Kuhlschrank und bei Raumtemperatur im Laborschrank gelagert wurden. Dabei
sollte mit identischem Probenmaterial festgestellt werden, wie sich das zerkleinerte Material
hinsichtlich des Capsaicinoidabbaus, im Vergleich zum Unzerkleinerten verhdt. Wie
erwartet, konnte unter der Bedingung (geschlossen) Laborschrank der starke
Capsaicinoidabbau wie bei dem als Pool geschnitzelten Gewdtirzpaprika bestétigt werden.

Dieses unterschiedliche Verhalten von lediglich halbierten Friichten und stark zerkleinertem
Material belegt, dal3 der Capsaicinoidabbau erst durch den Zerkleinerungsprozess ausgel 0st
wird.

Viele Autoren berichten von einer Abnahme der Capsaicinoidgehalte mit fortschreitender
Reife (3.5 S 9). Da aber bereits einzelne Frichte eine starke Variabilitdt der
Capsaicinoidgehalte zeigen und es zu einem Abbau der Capsaicinoide erst nach Zerstorung
der Zellstrukturen kommt, wobei eine Halbierung nicht ausreicht, sind diese in der Literatur
genannten Ergebnisse kritisch zu betrachten.

Bel Betrachtung des Capsaicinoidmusters konnten bei zwei von drei Studien Verénderungen
beobachtet werden. Festgestellt wurde dies bei der 2. Lagerstudie der Schnitzel (Tab. 34,
S 81) und bei der Lagerstudie von Haften und korrespondierenden Schnitzeln (Tab. 36,
S 88). Die prozentualen Anteile von Capsaicin nahmen wahrend der Lagerung ab, wahrend
die prozentualen Anteile von Dihydrocapsaicin zunahmen. Um abschlief3ende Aussagen zu
treffen, liegen jedoch noch zu wenig Daten vor. Ein moglicher Grund fir dieses Ergebnis
konnte in der unterschiedlichen Selektivitédt der Enzyme, die je nach Fruchtsorte
unterschiedlich sein konnten, zu sehen sein. Ob ein solcher Trend generell (z.B. in
Abhangigkeit zur Sorte) zu beobachten ist, sollte deshalb in weiteren Studien Uberpruift
werden.
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Da in habierten Frichten oder bei schneller Trocknung von Schnitzeln die Schérfe
weitgehend erhalten bleibt, bei langsamer Trocknung von Schnitzeln dagegen weitgehend
abgebaut wird, bietet sich hiermit ein zu Uberprifender Weg fur eine Nacherntebehandlung
zur Steuerung des Schérfegrades fiir das resultierende Paprikapul ver.

Paprikafriichte werden bei der Herstellung von Pulvern zundchst nach der Nachreifung und
nach dem Waschen vorzerkleinert und auf verschiedene Arten (Sonnentrocknung,
Bandtrocknung) auf einen Wassergehalt von 5-8 % getrocknet. Erst bel Bedarf wird diese
»Halbware" in den Paprikamihlen zu Paprikapulver weiterverarbeitet.

Durch die Art der Trocknung (schnell, langsam) und durch die Wahl der Zerkleinerungsgrofie
der Fruchte (halbe Frichte, sehr kleine Fruchtstiicke) kann der Schérfegrad eines
Paprikapulvers in die gewtinschte Richtung beeinfluf3t werden. Der Hersteller kann aso durch
eine gezielte Vorbehandlung der Paprika unterschiedliche Scharfequalitéten erzeugen. L&l er
die fein zerkleinerten Frichte langsam trocknen, sollte es zu enem langsamen
Gewichtsverlust kommen, so dal? das capsaicinoidabbauende Enzym spéter inaktiviert wird
und damit der Abbau der Scharfstoffe Uber einen langeren Zeitraum stattfinden kann. Die
Folge sollte ein milderes Pulver sein. Anders beim raschen Trocknen, bel dem es zu einem
raschen Gewichtsverlust, also zu einer schnellen Abnahme der Wassergehalte kommt. Das
Enzym wird somit bereits nach kurzer Zeit inaktiviert, so dal3 schéarfere Qualitaten erhalten
werden kdnnen. Schérfere Pulver kdnnen auch bei der Trocknung intakter Friichte unabhéngig
von der Trocknungsgeschwindigkeit erhalten werden.

Einen maximalen Capsaicinoidgehalt ermdglicht die Gefriertrocknung, bel der trotz
Zerkleinerung der Frichte durch die schnelle Trocknung und das Arbeiten bei niedrigen
Temperaturen die Scharfstoffkonzentration weitgehend erhalten bleibt (Tab. 45).

Anfangsgehalt Gehalt nach Gefriertrocknung
mg/kg mg/kg
282,5 | 280,0

Tab. 45: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) von Schnitzeln der 1. Studie vor und
nach Gefriertrocknung (Doppel bestimmung)
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Als néchster Schritt wére zu prifen, ob der beobachtete Capsaicinoidabbau auf die Wirkung
von Peroxidasen zurlickzufihren ist, die in Modellstudien mit Capsaicin reagieren. Dazu
sollten Versuche der Lagerung von Gewdrzpaprikaproben bei verschiedenen a,-Werten, unter
Stickstoffatmosphéare sowie unter Einflul3 von Wasserstoffperoxid bzw. Ascorbinsdure
vorgenommen werden. Ein besonderer Schwerpunkt sollte auf Untersuchungen gelegt werden,
die auf die Beeinflussung des Scharfegrades durch technol ogische Mal3nahmen gerichtet sind.

12.4 Sorten- und Herkunftszuordnung bei Paprikapulvern

Mit elf Proben unterschiedlicher Herkunft, unterschiedlichen Jahrgangs und unterschiedlichen
Sorten ist die Anzahl zu klein, um eine diskriminanzanalytische Auswertung vorzunehmen.
Dennoch lassen sich aus den Daten erste Schllisse ziehen, die in einem gréf3eren
Probenkollektiv einer Verifizierung bedirfen.

Der Gesamtcapsaicinoidgehalt ist ein geeignetes Kriterium, um Paprikapulver in die
Handelssorten ,,Edelstl3* oder ,Rosen* einzustufen. Hierbei fallt auf, dal? der Unterschied
zwischen dem milden ,Edelsif3* und dem scharfen ,Rosen“-Typ bel ungarischem
Paprikapulver viel deutlicher ausgepragt ist, als bel den marokkanischen Pulvern. Fir die
ungarischen Proben ergaben sich fur Edelsi? Werte von 1,1 und 4,7 mg/kg und fur
Rosenpaprika von 702,7 und 807,3 mg/kg. Die marokkanischen Edelstf3proben hatten
dagegen bereits einen Capsaicinoidgehalt von 17,2; 32,5; 38,7 und 43,0 mg/kg, wéhrend die
Rosenpaprikaproben bel 122,0 und 250,3 mg/kg lagen.

Die internationale Norm SO 7540-1984 (E), ,Ground (powdered) paprika (Capsicum
annuum Linnaeus)-Specification®, teilt sdmtliche Paprikapulver in drei Qualitétsstufen ein, fir
die bestimmte Mindestanforderungen gelten.?®

Fir den Capsaicinoidgehalt sind nur vorlaufige Werte vorgeschlagen (Tab. 46), wonach
scharfe Pulver maxima 300 mg/kg Capsaicinoide enthalten durfen. Dies hief3e, dal3 die
ungarischen Rosenpaprikapulver wegen ihres 2-2,5 fach hoheren Capsaicinoidgehaltes weit
aul3erhalb der oben genannten Norm liegen.
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Qualitatsstufe
I [ [l
Scharfegrad frei von Schéarfe oder | mild bisleicht scharf scharf
kaum scharf
Capsaicinoidgehalt 0 bis 100 max. 200 max. 300
mg/kgi. Tr.

Tab. 46: Vorlaufig vorgeschlagene Werte fir die Capsaicinoidgehalte in Paprikapulver
geman 1SO 7540-1984 (E)

Bel Betrachtung des Musters der drei Hauptcapsaicinoide C, DC und NDC stellt man fest, dal3
es keine Korrelation des Musters zum Capsaicinoidgehalt gibt, wie bereits bei frischen
Frichten festgestellt worden ist. Besonders deutlich wird dies beim Vergleich des ungarischen
Rosenpaprikas mit einem der beiden marokkanischen Edelstif3paprika, alle Ernte 1998. Trotz
des etwa 20fach hoheren Scharfstoffgehalts des ungarischen Pulvers ist das Muster fast
identisch mit den Proben aus Marokko (Tab. 41, S. 95).

Ein Zusammenhang zwischen dem Muster und der Lénderherkunft ist auch nicht vorhanden,
wie zum einen an den oben genannten Proben und zum anderen an den marokkanischen
Edel stil3-Paprikaproben der Jahrgange 1996 und 1998 deutlich wird. st das Scharfstoff muster
im Jahr 1998 bei beiden Proben untereinander fast gleich, so weicht es bel der Ernte 1996 sehr
voneinander ab. Die Muster beider Jahrgange sind auch nicht miteinander vergleichbar. Eine
Beziehung zwischen Erntgjahr und Muster ist somit auch nicht festzustellen.

Beim Vergleich der marokkanischen Edelsii3paprika der Erntejahrgange 1996 und 1998 stellt
man weiterhin fest, dal3 die Proben Beni Mella jeweils milder als die Proben Meknes sind.
Dennoch kann man nicht vom Capsaicinoidgehalt auf die Sorte schlief3en (Beni Médllal: 17,2
und 32,5 mg/kg; Meknes: 38,7 und 43,0 mg/kg).

Anders als erhofft, war somit die Streuung der relativen Anteile der einzelnen Capsaicinoide
innerhalb des Capsai cinoidspektrums bereits fir gleiche Sorten und gleiche Herkunft zu grof3,
als dai3 sich nach den bisher vorliegenden Werten die Capsaicinoidverhaltnisse aus Capsaicin,
Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin fir Aussagen zur Landerherkunft, zum Erntejahr
oder Sortenzuordnung heranziehen lassen konnten.

Aufgrund der technologischen Herstellung von Paprikapulver (3.8, S. 15) sollten edelsiiRe
Pulver einen hdheren Farbwert as Rosenpaprika besitzen, da hierbei ein grof3erer Anteil an
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(farbgebenden) Fruchtwéanden und nur ein geringer Anteil an weil3en bis hellgelben Samen
mitverarbeitet werden. Dies konnte bestétigt werden (Tab. 47).

Handelsbezeichnung | Ungarn | Marokko (Meknes)
Rosen 63 36
Edelsii3 160 9

Tab. 47: ASTA-Farbwerte der ungarischen und marokkanischen Proben

Uber das Carotinoidspektrum scheint sich eine mogliche (weitere) Qualitétsdifferenzierung
zwischen Rosen- und EdelsiRpaprika zu ergeben. Sowohl bei den ungarischen wie
marokkanischen (Meknes) lagen die Gehalte an Capsanthin, Zeaxanthin, b- Carotin und
b-Cryptoxanthin bei den EdelsiR-Pulvern um den Faktor 3-4 hoher als bel den
Rosenpaprikapul vern.

Beim Vergleich der Absolutwerte zwischen den beiden Landern gab es sowohl fur die
Gesamtfarbe (ASTA-Farbwert) als auch fir die CIE-L a b -Farbwerte deutliche Vorteile fiir
die ungarischen Proben. Die ungarischen Proben hatten (sortiert nach Schérfegrad) jeweils
einen um den Faktor 1,7 hoheren Farbwert a's die marokkanischen Pulver. Im internationalen
Gewtirzhandel bemif3t sich der Preis der Gewirzpaprika nach der extrahierbaren roten Farbe,
so dal3 die ungarischen Pulver hdhere Preise al's die marokkanischen erzielen wirden.

Gesamtfarbwert, Farbtonmessung und Carotinoide bieten deshalb Uber die Absolutwerte
neben ihrer Funktion als wichtige Qualitétsparameter hinaus maoglicherweise enen
Ansatzpunkt fur den Herkunftsnachwels.
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13 Zusammenfassung

Die Scharfe von Paprika wird durch die Capsaicinoide, einer Verbindungsklasse
verschiedener, strukturell sehr dhnlicher Substanzen verursacht, die in unterschiedlichen
Verhaltnissen vorkommen. Uber 77-90 % des Capsaicinoidgemisches machen in der Regel
zusammen die beiden Hauptcapsaicinoide Capsaicin und Dihydrocapsaicin aus. Daneben gibt
es noch eine Vielzahl weiterer Verbindungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zundchst ene genligend empfindliche
Bestimmungsmethode fir die Capsaicinoide auszuarbeiten, so dal3 auch die Bestandtelle, die
nur in sehr geringen Mengen vorkommen (Minorcapsaicinoide), zuverlassig bestimmt werden
konnen. Zur Feststellung der geeignetsten Methode sollten verschiedene chromatographische
Verfahren miteinander verglichen werden. Es sollte dann Uberprift werden, ob das
Capsaicinoidmuster ein geeignetes Kriterium darstellen wirde, um auf die Herkunft, Jahrgang
der Paprika schlieffen zu konnen. Wéhrend der Untersuchungen fiel auf, dald bereits
Einzelfrichte stark abweichende Capsaicinoidkonzentrationen aufwiesen, so dald der
Schwerpunkt im Laufe der weiteren Arbeit von Paprikapulver auf frische GewUlrzpaprika
verlegt wurde.

Mit der HPLC mit Fluoreszenzdetektion lag eine robuste und reproduzierbare Methode zur
Bestimmung der Capsaicinoide C, DC und NDC vor.® In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dal? auch eine Analytik sowohl per HPLC mit ELCD als auch mittels GC
moglich ist.

Die Empfindlichkeiten der HPLC mittels ELCD und Fluoreszenzdetektion waren gleich,
wobe die NWG im oberen pg-Bereich (ca. 500 pg) lagen. Beide Methoden zeigten eine gute
Linearitat. Die Literaturangaben firr die NWG, die fur den ELCD genannt waren (12 pg),*
konnten nicht bestatigt werden. Nachteilig wirkte sich beim ELCD der héhere Arbeitsaufwand
bei den Messungen im Gegensatz zur Fluoreszenz aus, da die Arbeitsel ektrode durch schnelle
Verschmutzung in kurzen Zeitintervallen gereinigt und der Eluent hdufig erneuert werden
muf3te, damit es nicht zu einem Empfindlichkeitsverlust kam.

Bei der GC konnten geringfligig niedrigere NWG als per HPLC erreicht werden (ca. Faktor
1,5). Dagegen war die Linearitét Uber den gesamten Mef3bereich nicht befriedigend. Es wurde
ein starkes Tailing, bedingt durch die Hydroxylgruppe der Capsaicinoide, beobachtet. Durch
Derivatisierung mit Trimethylsulfoniumhydroxid konnte dies weitgehend beseitigt werden.
Bevor jedoch eine quantitative Umsetzung der Capsaicinoide erfolgt war, kam es neben der
gewunschten Methylierung am O-Atom beim Capsicum-Standard auch zu einer Reaktion am
N-Atom, wie GC/M S-Messungen bestétigten.
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Da die HPLC mit ELCD wie GC keine nennenswerten Vorteile gegentiber der HPLC mit
Fluoreszenzdetektion erbrachten, war die Bestimmung per HPL C/Fluoreszenz die geeignetste
Methode, wenn es um die Bestimmung der Scharfstoffe in Paprika ging.

Minorcapsaicinoide, insbesondere in milden Paprikapulvern und Friichten, konnten hiermit
nur unzureichend bestimmt werden, weshalb sich auf die Hauptcapsaicinoide C, DC, NDC
konzentriert wurde.

Intensive Studien an einzelnen, frischen Friichten sowohl von Handelsware wie auch von
selbstangebauten Frichten ergaben eine breite Variabilitét der Capsaicinoidgehalte. Sogar
Frichte vergleichbarer Gréfe und Gewicht ein und desselben Strauches und identischem
Zeitpunkt der Ernte wiesen stark variierende Scharfstoffgehate (217 bis 632 mg/kg) mit
variierendem Muster (C: 48-59 %, DC: 31-37 % und NDC: 9-17 %) auf. Hierbel konnte kein
Zusammenhang zwischen Capsaicinoidgehalt und -muster hergestellt werden. Ebenfalls
korrelieren die Capsaicinoidgehalte und das Muster nicht mit der Fruchtfarbe. Diese
Beobachtungen wurden mit Frichten von mehreren Strauchern, unter identischen
Anbaubedingungen und zu verschiedenen Erntezeitpunkten geerntet, bestétigt.

Wegen der breiten Heterogenitdt der Capsaicinoidgehalte bereits innerhalb Friichten
identischer Herkunft (aus einem einzigen Samenkorn) und Alter konnte die in der Literatur
beschriebene Zunahme der Scharfstoffkonzentration bis zu einem Maximum und
anschlieffendem Abbau mit zunehmendem Alter der Friichte nicht bestétigt werden.
Untersuchungen einzelner Fruchtbestandteile ergaben die hochsten  Scharfstoff-
konzentrationen in der Scheidewand/Plazenta, in der die Capsaicinoide gebildet werden.
Geringe Gehalte wurden in den Samen und Fruchtwanden nachgewiesen.

Bel Untersuchungen zur Capsaicinoidstabilitét in frischen Frichten konnte zum ersten mal an
Frichten gezeigt werden, dal3 die Capsaicinoide erst nach Zerstérung der Zellstrukturen
abgebaut werden. Bisherige Untersuchungen zur Capsaicinoidstabilitét waren ausschliefdlich
an Capsicum-Standards durchgeftihrt worden.

Wegen der beachtlichen Variabilitét der Scharfstoffgehalte einzelner Frichte konnten keine
ganzen Paprika gelagert werden. Um vergleichende Studien durchfihren zu kénnen, wurde
eine Strategie ausgearbeitet, die von zerkleinerten bzw. halbierten Friichten ausging und gut
reproduzierbare Ergebnisse lieferte. Der Abbau der Scharfstoffe konnte nur in zerkleinertem
Material beobachtet werden. Die Capsaicinoidgehalte blieben bei gelagerten intakten Friichten
(Halften) im Rahmen der Analysengenauigkeit stabil.

Es konnte eine Abhangigkeit der Capsaicinoidgehalte von der Geschwindigkeit des
Wasserverlustes beobachtet werden. Bei einem langsamen Wasserverlust der Friichte war der
Abbau der Capsaicinoide grofRer (95 %) als bei einem schnellen Verlust (70 %). Vermutet
wird ein enzymatischer Abbau, z.B. durch Peroxidasen, wie er in der Literatur an Standards
beschrieben wird.
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Es wurde festgestellt, daf3 in intakten Frichten oder bei schneller Trocknung von
zerkleinertem Material die Scharfe weitgehend erhalten blieb. Uber die Wahl der
Zerkleinerungsgrofe und Trocknungsbedingungen steht somit eine technol ogische Mal3nahme
zur Verfugung, die es gezidt ermdglicht, Einflul auf den Scharfstoffgehalt fur das
resultierende Paprikapul vers zu nehmen.

Fur die Bestimmung des Capsaicinoidgehaltes in Paprikapulvern (> 8 mg/kg) und Oleoresinen
wurde eine einfache Methode ausgearbeitet, bel der die Proben nur extrahiert werden miissen.
Zur Verfigung stehen ein MeCN/H,O (1+1; v+v) oder MeOH/H,O (7+3; v+v)-Gemisch.
Diese Methode liegt zur Zeit als DIN-Normentwurf dem DIN-Arbeitsausschul? , Gewtirze und
wrzende Zutaten® vor.

Die Probenvorbereitung von Pulvern fir gaschromatographische Bestimmungen erforderten
einen erhohten Arbeitsaufwand. Eine einfache Aufarbeitung, z.B. aleinige Extraktion mit
einem Losungsmittel war wegen vieler storender Matrixkomponenten nicht moglich. Es
wurde eine Probenvorbereitung vorgestellt, mit der Pulver auf ihren Capsaicinoidgehalt
untersucht werden konnten. Dazu muféte das Pulver zuerst mit Ethylacetat extrahiert werden,
dann wurde die flussig-flussig-Verteilung und anschlief3end eine Verteilungschromatographie
mit z.B. Cyclohexan oder Diethylether durchgefihrt.

Die erst im Laufe dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse beziiglich der breiten Heterogenitét der
Scharfstoffgehalte und des -musters bereits einzelner Frichte identischer Herkunft und Alter
widerlegen die Erwartung, anhand des Capsaicinoidmusters Rickschlisse auf die Herkunft
oder Varietét der Paprika schlief3en zu kdnnen. Paprikapulver verschiedener Erntejahrgange
und Qualitétsstufen aus Ungarn und Marokko sind untersucht worden. Die Konzentration der
Scharfstoffe dient als Kriterium zur Unterscheidung zwischen Edelsiif3- und Rosenpaprika. Es
konnten keine Zusammenhénge zwischen Scharfstoffmuster und Gehalt, Landerherkunft oder
Jahrgang festgestellt werden. Das Carotinoidspektrum wie auch die Farbe scheint dagegen
einen Ansatzpunkt fuor den Herkunftsnachweis darzustellen, da die Farbwerte (ASTA-

Farbwert, CIE-L ab’) und der Gehalt an Carotinoiden zu htheren Werte bei den ungarischen
Proben verschoben waren. Dies muf3 jedoch durch umfangreiche Studien Gberprift werden.
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14 Arbeitsvorschriften

14.1 Reagenzien und L dsungsmittel

Aceton (techn., destilliert Gber Phosphorpentoxid)

Acetonitril (techn., destilliert Uber K,COgz)

Benzylamin; Merck Art. Nr. 801812

Cyclohexan (techn., destilliert Gber Na)

Diethylether (techn., destilliert)

Dodecansaurechlorid (Laurinsaurechlorid) (98 %); Aldrich Art. Nr. 15,693-0
Essigsaure (99-100 %); Riedel-de Haen Art. Nr. 27221
Essigsdureethylester (techn., destilliert Uber CaCl,)
Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA); SigmaArt. Nr. E-4884
Hexan (techn., destilliert)

Lithiumchlorid; Merck Art. Nr. 105679
Natriumacetat-Trihydrat; Fluka Art. Nr. 234807
Natriumchlorid-Ldsung, geséttigt

Natriumsulfat, wasserfrei

Methanol (destilliert Gber KOH)

Methanol HPLC; sds Art. Nr. 0933721

Salzséure, konz. (37 %)

Tetrahydrofuran (p. a); Merck Art. Nr. 109731
2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin (TRI); Aldrich Art. Nr. 15,366-4
Wasser (entionisiert, bidestilliert und tber KMnO, destilliert)

Standards

Capsaicin 98 % (8-Methyl-N-vanillyl-6-nonenamid), Sigma, Art. Nr. M 2028
Dihydrocapsaicin 90 % (8-Methyl-N-vanillylnonanamid), Sigma, Art. Nr. M 1022
Naturliches Capsaicingemisch mit Capsaicin 60 %, Dihydrocapsaicin 30 %, Sigma, Art. Nr.
M 3403

Pelargonsdurevanillylamid 98 % (N-Vanillylnonanamid), Serva, Art. Nr. A 15791
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14.2 Glasgerate und L abor bedarf

Faltenfilter (Durchmesser 150 mm) 595 %%; Schleicher & Schill 311645
Glastrichter, diverse Grofien

Mef3kolben, diverse Grofien

M ef3pipetten, diverse Grofl3en

Pasteurpipetten

Reagenzglaser mit Schraubgewinde, 10 ml, 100 mm Lange, 16 mm Aul3endurchmesser
(Pyrex)

Schraubkappen mit PTFE-Einlage fir Durchmesser 16 mm
Scheidetrichter

Spitzkolben 50 und 100 mi

Rundkolben 100 und 250 ml

Blchnertrichter (Durchmesser 65 mm), Grof3e 1

Rundfilter (Durchmesser 55 mm) 589 Schieicher & Schiill 300107
Saugflaschen 250 und 500 mi

Plastikzentrifugenbecher 250 ml

Bechergléaser, diverse Grofien

Petrischalen

14.3 Technische Laborgeréte

Extraktionseinheit Soxtec System HAT 2

Homogenisierstab Ultra-Turrax Typ 18/10 (Janke & Kunkel, Staufen)

K ol benhub-Pi petten (Eppendorf)

Membranpumpe Type N 726 FT: 18 (KNF, Neuberger)

Purierstab Braun MR 505

Tischzentrifuge EBA 11 (Hettich)

Universalzerkleinerer Moulinette (Moulinex, Koln)

Universalzerkleinerer Krups Speedy Plus Type 708 A

V akuum-Rotationsverdampfer Rotavapor RE 111 mit Roti-Regler und Rotavapor EL 130 mit
Bichi 165/S Vakuum Controller (Buchi, Eislingen/Fils)

Vibrationsmischer fir Reagenzglaser Ika-Vibro-Fix VF 2 (Janke & Junkel, Staufen)
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14.4 HPLC

14.4.1 Chromatographische Ausruistung

HPLC-System:

Detektoren:

Trennsaule:

Datenaufnahme:

Eluent:

Eluent fur ELCD:

Solvent Delivery Module LC-6A, Sample Injector Module SIL-6A,
System Controller SCL-6A (ale Shimadzu)

Fluoreszenz-HPL C-Monitor RF 551 mit 12 pl Durchfluf3zelle
(Shimadzu, Duisburg) | gx=280 nm, | g, = 320 nm

Elektrochemischer Detektor Merck L-3500 A

250 x 4 mm LiChroCARTO LiChrospherO RP-18 (5um, endcapped),
mit Vorsaule RP-18, 4 x 4 (Merck, 50995)

APEX Chromatography-Workstation, Model M625-15, Version 2.15
(Autochrom Inc.)

100 Volumenanteile Acetonitril, 100 Volumenanteile Wasser und
1 Volumenanteil Essigsdure werden vermischt und ca. 5 Minuten mit
Helium entgast

100 Volumentanteile Acetonitril, 100 Volumenanteile 0,1 M Natrium-
acetat mit 0,05 g EDTA/I (membranfiltriert) und 1 Volumenanteil
Essigsaure werden vermischt und ca. 5 Minuten mit Helium entgast

Fliel3geschwindigkeit: Iml/min

14.4.2 Probenvorbereitung

14.4.2.1 Flussig-Flissig-Verteilung nach Ethylacetatextraktion

14.4.2.1.1 Paprikapulver ®

Etwa 2 g Rosenpaprikapulver oder 5-10 g edelsiiRes Paprikapulver mit Essigsaureethylester
(je 10 ml pro g Pulver) 2 h unter Ruckflul? extrahieren. Anschlief3end das L 6sungsmittel in
einen 100 ml Spitzkolben bzw. bel groeren Volumina in einen 250 ml Rundkolben
dekantieren, den Extraktionsrtickstand des Rosenpaprikapulvers zweimal mit je 5 ml bzw. des
edelsiilen Pulvers zweima mit je 10 ml Essigsdureethylester nachwaschen. Das
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Losungsmittel der vereinigten Fraktionen am Rotationsverdampfer abziehen (140 mbar,
50 °C). Den verbleibenden ¢ligen Ruckstand in 2 ml n-Hexan aufnehmen und in en
Reagenzglas mit Schraubverschluld Uberfiihren. Den Spitz- bzw. Rundkolben mit 3 ml
Acetonitril/Wasser (1+1, v+v) ausspilen und diese Phase ebenfalls ins Reagenzglas
Uberfihren. Dann diese beiden Phasen intensiv durchmischen (15 s am Vibrations-Mischer)
und anschlief3end zur Beschleunigung der Phasentrennung und des Absetzens eventuell beim
Dekantieren mittibergegangener Schwebstoffe zentrifugieren (1-2 min, 2500 g). Die untere
wéal¥ige Phase in einen 10 ml-Mef%kolben pipettieren. Es ist darauf zu achten, dal3 keine
Hexanphase durch die Kapillarkraft mitaufgenommen wird. Die Hexanphase wird
anschlief?end noch zweimal mit je 3 ml Acetonitril/Wasser (1+1, v+v) extrahiert. Die
vereinigten Acetonitril/Wasser-Phasen auf 10 ml auffillen. Diese Losung bei sehr scharfen
Pulvern vor der Injektion in die HPLC verdinnen. In der Regel 10 ul
Rosenpaprikapulverextrakt bzw. 20-100 pl Extrakt aus edelsif?em Pulver fir die HPLC
einsetzen.

14.4.2.1.2 Oleoresine

0,5 g Paprika-Oleoresin oder 0,2-0,5 g Capsicum-Oleoresin in ein Reagenzglas mit
Schraubgewinde einwiegen. 2 ml n-Hexan und 3 ml Acetonitril/Wasser (1+1, v+v) zugeben
und eine flUussig-flussig-Verteilung wie unter 14.4.2.1.1 beschrieben mit 4 Verteilungs-
schritten durchfiihren, wobel die walrigen Phasen in einem 100 ml-Mef3kolben gesammelt
werden. Mit Acetonitril/Wasser (1+1, v+v) bis zur Marke auffillen. Diese Losung bel
Capsicum-Oleoresinen noch 1:20 bis 1:40 verdinnen. Von Paprika-Oleoresinen in der Regel
50 - 100 pl, von Capsicum-Oleoresinen 10 - 20 pl injizieren.

14.4.2.2 Vereinfachte Probenvorbereitung (nur Extraktion)

14.4.2.2.1 Paprikapulver

5 g Paprikapulver in einen 100 ml Rundkolben auf 0,01 g genau einwiegen, mit 40 ml
Acetonitril/Wasser (1+1, v+v) oder Methanol/Wasser (7+3, v+v) und einigen Siedesteinchen
versetzen und 2 Stunden unter Rickflufd extrahieren. Gelegentlich zwischendurch vorsichtig
umschwenken.

Nach dem Abkuhlen und Absitzen lassen (ca. 30 min) die Uberstehende Lésung vorsichtig
durch einen vorher mit dem o. g. Lésungsmittel angefeuchteten Faltenfilter in einen 50 ml
Mefkolben dekantieren. Den verbleibenden Extraktionsriickstand mit 5 ml Ldsungsmittel
nachwaschen, erneut absitzen lassen (ca. 5 min) und ebenfalls Uber den Filter in den
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Mef3kolben dekantieren. Den Filter mit dem Lésungsmittel nachspilen und den Kolben bis
zur Marke mit dem L ésungsmittel auffillen.
Injektionsvolumen:10-20 pl

14.4.2.2.2 Oleoresine

0,5 g Oleoresin in einen 250 ml Rundkolben auf 0,01 g genau einwiegen, mit 80 ml
Losungsmittel (Acetonitril/Wasser, 1:1, v/v) und einigen Siedesteinchen versetzen und
2 Stunden unter Ruickfluf3 extrahieren. Gelegentlich vorsichtig umschwenken.

Nach dem Abkiihlen (ca. 30 min) den Uberstand in einen 100 ml Mefkolben filtrieren (Filter
vorher mit dem Ldsungsmittel anfeuchten), mit (Acetonitril/Wasser, 1+1, v+v) zur Marke
auffillen. Den Extraktionsriickstand mit dem Lo&sungsmittel nachwaschen, erneut filtrieren
und den Kolben bis zur Marke mit dem Losungsmittel aufflllen. Diese Losung 1:10
verdinnen.

I njektionsvolumen: 20 pl

14.4.2.3 FrischeFrichte

Wegen der breiten Heterogenitédt der Capsaicinoidgehalte der Friichte missen ggf. andere as
die im folgenden genannten Verdiinnungen bzw. Injektionsvolumina gewahlt werden. Bel den
u.g. Angaben handelt es sich um Werte, die in der Regel verwendet wurden und an den
Capsaicinoidgehalt der jeweils untersuchten Friichte angepaldt waren.

14.4.2.3.1 Schnitzel

Aus ener groleren Menge frischer Friichte die bendtigte Anzahl entnehmen. Den Stiel bis
kurz vor dem Ansatz abschneiden. Die Frichte nacheinander mit einem Kiichenmesser oder
Skalpell in ca. 2 cm dicke Stiicke direkt in die Schale eines Haushaltszerkleinerers (im Abzug,
mit Handschuhen) schneiden; pro Portion etwa 50 bis 70 g. 10 x auf die Zerkleinerungstaste
driicken. Den Deckel wegen des scharfen, beif3enden Geruchs vorsichtig 6ffnen. Die Schnitzel
in ein grof3es Becherglas Uberfuhren, grindlich durchmischen, je 10 g in kleinere Becherglaser
(75 oder 100 ml) einwiegen und im offenen Gefald unter den gewinschten Bedingungen
lagern. Vor der weiteren Aufarbeitung (nach der Lagerung) den durch Wasserverlust
bedingten Gewichtsverlust durch die entsprechende Menge an Wasser ausgleichen. Fur die
Nullwertbestimmung je 10 g direkt in Plastikzentrifugenbecher enwiegen und
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30 ml Methanol zufiigen. Dann die Schnitzel mit Hilfe eines Ultraturraxes zu einer ,, Pulpe"
zerkleinern: Stufe 4,5 - 5; je ca 1,5 Minuten. Den Ultraturraxstab mit 5 Pasteur-
pipettenfillungen Methanol abspiilen und anschlief3end grindlich unter flief3endem Wasser
und Acetonnachspllung reinigen.

Die,, Pulpe* 30 min. stehen lassen. Dann Abnutschen mit Hilfe eines Bichnertrichters, in dem
ein mit Methanol angefeuchtetes Filterpapier liegt. Die Pllpe in den Trichter geben. Den
Becher mit 30 ml Methanol nachspllen. Durch Anlegen eines Wasserstrahlvakuums den
letzten Rest Flussigkeit entfernen. Den Auslauf des Trichters ,von unten® mit einer
Pasteurpipettenf il lung Methanol abspilen.

Den Inhalt der Saugflasche mit Hilfe eines Glastrichters in einen 100 ml Mef3olben
Uberfuhren. Die Saugflasche grindlich mit Methanol nachspilen und ebenfalls in den
Mef3kolben bis kurz unterhalb der Marke tberfiihren. Den Kolben anschlief3end mit Methanol
bis zur Marke auffillen.

Diese LAsung mit Methanol/Wasser (7+3;v+Vv) 1.5 bzw. 1:10 vor der Injektion verdinnen.
Injektionsvolumen: 15 pl

14.4.2.3.2 Halften

Pro Aufarbeitungstag und Aufarbeitung je 5 ganze Friichte aus einer grof3eren Probenmenge
entnehmen. Die Stiele bis kurz vor dem Ansatz abschneiden. Anschlief3end die Frichte mit
einem Skalpell so halbieren, dal jede Hédfte je eine Scheidewand aufweist und in zwel
Gruppen aufteilen. Nur Frichte mit zwel Scheidewanden verwenden. Die erste Gruppe (Batch
A) am selben Tag aufarbeiten, die andere zugehdrige Gruppe (Batch B) in offenen Gefélien
(z. B. Petrischalen) lagern. Vor und nach der Lagerung das Gewicht bestimmen und vor der
Aufarbeitung (Batch B) durch entsprechende Wasserzugabe ausgleichen.

Die habierten Frichte mit einem Skalpell in ca 2 cm dicke Stiicke direkt in
Plastikzentrifugenbecher schneiden. 90 ml Methanol zufiigen und dieses Gemisch mit einem
Plrierstab vorzerkleinern. Nach Abspllen des Stabes mit Methanol mit einem Ultraturraxstab
vor allem zur Zerkleinerung der Samen fein zerkleinern.

Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie bel den Schnitzeln beschrieben mit folgenden
Anderungen:

- Nachspilmenge an Methanol 90 ml und

- Uberfiihrung der Extraktionsltsung in 250 ml Mef3kolben

Verdinnung: 1:10; Injektionsvolumen: 30 pl
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14.4.2.3.3 Halften und ihre zugehorigen Schnitzel

Pro Aufarbeitungstag und Aufarbeitung je 5 ganze Friichte aus einer grof3eren Probenmenge
entnehmen. Die Stiele bis kurz vor dem Ansatz abschneiden. Anschlief3end die Frichte mit
einem Skalpell halbieren und in zwei Gruppen aufteilen und das Gewicht bestimmen. Nur
Frichte mit zwel Scheidewénden verwenden. Die eine Gruppe als Héften in offenen
Probengefél3en (Batch A) lagern. Die Hélften der anderen zugehorigen Gruppe (Batch B) mit
einem Skalpell in ca. 2 cm dicke Sticke schneiden, mit dem Haushaltszerkleinerer zu
Schnitzeln zerkleinern, in Becherglaser Uberfihren und unter denselben Bedingungen
gleichzeitig mit Batch A lagern. Nach der Lagerung Batch A wie unter 14.4.2.3.2, Batch B
wie unter 14.4.2.3.1 beschrieben aufarbeiten mit folgenden Anderungen:

- Nachspilmenge an Methanol 90 ml und

- Uberfiihrung der Extraktionsltsung in 250 ml Mef3kolben

Verdinnung: 1.5 bzw. 1:10; Injektionsvolumen: 10 - 50 pl

14.4.2.3.4 Einzelne Frichte (Anbaustudie)

Pro Erntetag die gewlinschte Anzahl Friichte auswahlen. Das Gewicht und die Farbe notieren.
Den Stiel jeder Frucht bis kurz vorm Ansatz abschneiden. Von jeder einzelnen Frucht
Schnitzel herstellen und aufarbeiten wie unter 14.4.2.3.1 beschrieben. Vor der Injektion in die
HPLC 1:5 mit Methanol/Wasser (7+3; v+v) verdinnen; Injektionsvolumen: 15 pl und 100 pl.

14.4.3 Quantifizierung

Die Quantifizierung der einzelnen Capsaicinoide erfolgt Uber die Kalibrierung mit der
externen Standardsubstanz Pelargonsaurevanillylamid (PSVA).

14.4.3.1 Stammlbsung und Standardldsungen

Die Losungen werden ale durch Lésen und Verdinnen mit Acetonitril/Wasser (1+1, v+v)
hergestellt.

Herstellung der Stamml 6sung:

35mg (= 0,1 mg) PSVA werden in 100 ml des Ldsungsmittels gel st.
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Herstellung der Standardldsung 1:
5 ml der Stammldsung werden auf 250 ml verdinnt.

Herstellung einer Verdinnungsreihe:

Aus der Standardlésung | werden geeignete Verdinnungen hergestellt und zur Kalibrierung
verwendet. Das nachfolgende Pipettierschema zeigt die in der Regel verwendeten
Verdunnungsschritte, von denen meistens 20 pl injiziert wurden. Der lineare Kalibrierbereich
sollte mindestens 5 V erdiinnungsstufen umfassen.

Verdunnung Konz. pg/ml Konz. pmol/20 pl
20 ml 1,75 119,3
25 ml 1,40 95,4
5 ml Standard- 50 mi 0,70 47,7
[6sung | auf 100 ml 0,35 23,9
250 ml 0,14 9,5

Die Konzentrationen der Standardlésungen konnen entsprechend der Empfindlichkeit des
verwendeten Fluoreszenzdetektors anders gewéhlt werden. Meistens wurden wahrend der
Chromatographie einer Untersuchungsreihe abwechselnd je 1-2 Standardlésungen und
nachfolgend 2-3 Probel Gsungen injiziert.

14.4.3.2 Berechnung des Capsaicinoidgehaltes

Die Quantifizierung von Capsaicin, Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin und ggf. der
Minorcapsaicinoide erfolgt Uber die nach 14.4.3.1 aufgenommene Kalibriergerade. Die
Konzentration an Capsaicin, Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin wird zunéchst als
Konzentration PSV A ausgedriickt. Da sich bei allen Capsaicinoiden aufgrund des identischen
fluoreszierenden Vanillylrestes dieselbe molare Fluoreszenzausbeute ergibt, kann unter
Berlcksichtigung der Molmassen durch Umrechnungsfaktoren die Konzentration der
einzelnen Capsai cinoide berechnet werden.

Als molare Massen werden hierbei folgende Werte zu Grunde gelegt:

Capsaicin 305,4 g/mol, Dihydrocapsaicin 307,4 g/mol, Nordihydrocapsaicin 293,4 g/moal,
Decansdurevanillylamid 307,4 g/mol, Homocapsaicin 3194 g/mol,
Homodihydrocapsaicin 321,4 g/mol
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Die Gehalte der einzelnen Capsaicinoide, angegeben als Massenantell in pg/g bzw. mg/kg
Probe, werden nach folgender Formel berechnet:

_ (yn- b) Ve > MMn

n

Vi T XE %1000
mit
Wh = Konzentration der Einzelkomponente in pg/g Paprikapul ver
Yn = Peakflache der Einzelkomponente in Integratoreinheiten (Flache)
MM, = Molmasse der Einzelkomponente (g/mol)
m = Steigung der Kalibriergeraden (Integratoreinheiten (Flache) / pmol)
b = Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden in Integratoreinheiten (Flache)
E = Einwaage der Probein g
Ve = Gesamtvolumen der Probel6sung in ml
Vi = Injektionsvolumen in pl

Der Gesamtgehalt ws (mg/kg) berechnet sich als Summe der Konzentrationen fir Capsaicin,
Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin (plus ggf. der Minorcapsaicinoide):

We = § Wa

n

14.5 Gaschromatographie

14.5.1 Chromatographische Ausristung
145.1.1 Stickstoffselektive Detektion

Gaschromatograph: Varian 3700

Injektor: Kaltaufgabesystem (KAS) mit L dsungsmittelausblendung und
Split, ohne Kihlung

Detektor: Varian TSD

Integratoren: Merck-Hitachi D 2000 Chromato-Integrator und
Hewlett-Packard HP 3396 A



ARBEITSVORSCHRIFTEN

Trennsaule;

Detektortemperatur:

Temperaturprogramm:

Trenngas:

Brenngas:

Make-up-Gas:

Einstellungen am KAS:

Aufgabetemperatur:
1. Aufheizrate:

1. Haltetemperatur:
1. Haltezeit:

2. Aufheizrate:

2. Haltetemperatur:
2. Haltezeit:
Betriebsart:

HP525m, ID 0,32 mm, 0,17um Filmdicke; Hewlett-Packard

290 °C

230 °C/10 min - 20 °C/min - 290 °C/1min

He 5.0, 0,6 bar Vordruck

Ho:  45ml/min
Luft: 175 ml/min

He 5.0, 25 ml/min

70°C
2°Cls
75°C
10s
10°C/s
300 °C
150s

110 mit Lésungsmittel ausblendung und Split (1:5), ohne

Kihlung

14.5.1.2 Massenspektrometrie

14.5.1.2.1 Massenfragmente der derivatisierten Capsaicinoide

Gaschromatograph: Hewlett Packard 5890

Splitverhéltnis: 11

Detektor: Hewlett Packard HP 5970 ; El, 70 eV

Trennsdule: DB 530 m, ID 0,32 mm, 0,25um Filmdicke; J& W Scientific

mit Restriktionssaule (methyldesaktiviert, ID 0,25 mm)

Saulenvordruck: 60 - 70 kPascal
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Temperaturprogramm: 50 °C/2 min - 25 °C/min - 200 °C/10 min
5°C/min - 230 °C/15 min
15 °C/min - 270 °C/ 5 min

Scanbereich: 40 - 350 m/z

Trenngas: He 5.0

14.5.1.2.2 Proben (underivatisiert)

Gaschromatograph: Hewlett Packard 5890 Serie ||

Injektor: on-column, Stahlnadel aufsatz, oven-track-Modus

Detektor: Hewlett Packard HP 5971 A; El, 70 eV

Trennsaule: DB 530 m, ID 0,25 mm, 0,25um Filmdicke; J& W Scientific
Vorsaule: 3 m, ID 0,53 mm, methyldesaktiviert

Saulenvordruck: 41,3 kPa=1,0 ml/min=39,8 cm/s bei 55 °C, flulreguliert
Temperaturprogramm: 55 °C/1 min - 50 °C/min- 220 °C/0O min

5°C/min - 280 °C/3 min

Solvent Delay: 7 min

Trenngas. He5.0

SIM-Mode: 137 m/z, 152 m/z, 195 m/z
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14.5.2 Probenvorbereitung
14.5.2.1 Flussig-Flussig-Verteilung (mit Ausschitteln)

Die Proben zunachst wie unter 14.4.2.1.1 beschrieben aufarbeiten, wobei die flUssig-fllssig-
Verteilung zwischen n-Hexan und Methanol/Wasser (7+3, v+v) erfolgt. Die vereinigten
M ethanol/Wasser-Phasen alerdings nicht in einem 10 ml-Mef3kolben sammeln, sondern in
einem Scheldetrichter und mit 6 ml geséttigter Natriumchloridiosung zur besseren
Phasentrennung versetzen. Anschlieffend dreima mit je 15 ml Cyclohexan (bzw.
Dieethylether) ausschiitteln.

Die gesammelten organischen Phasen Uber Natriumsulfat trocknen, filtrieren und nach Zugabe
von 2,5 ml internem Standard (10 mg TRI/100 ml Cyclohexan/Aceton; 1+1, v+v) mit
Cyclohexan (bzw. Dieethylether) auf 50 ml auffillen.

Von dieser Losung 1 pl in den GCinjizieren.

14.5.2.2 Vereinfachte Aufarbeitung (nur Extraktion)

2 g Rosenpaprikapulver in einen 100 ml Rundkolben einwiegen und mit 20 ml Ethylacetat
(bzw. Methanol) 2 h unter RiickfluR extrahieren. Nach dem Abkiihlen den Uberstand in einen
Spitzkolben dekantieren und den Rickstand zweimal mit je 5 ml Ethylacetat (bzw. Methanol)
nachwaschen. Den Extrakt anschlief3end auf ca. 1-2 ml einrotieren, in einen 10 ml Mef3kolben
Uberfihren und bis zur Marke mit dem entsprechenden L dsungsmittel auffillen.

14.5.3 Quantifizierung

Die Quantifizierung der einzelnen Capsaicinoide erfolgt Uber die Kalibrierung mit der
externen Standardsubstanz Pelargonsaurevanillylamid (PSVA).

14.5.3.1 Standardlésungen

Kalibrierstandard:
10 mg PSVA in 100 ml Cyclohexan/Aceton (1+1, v/v) 16sen und 1:10 verdinnen.

Interner Standard (15):
10 mg 2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin in 100 ml Cyclohexan/Aceton (1+1, v/v) [6sen und 1:10
verdinnen.
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Herstellung einer Verdinnungsreihe:
Aus dem Kalibrierstandard und IS die nachfolgenden Verdiinnungen herstellen.

Kalibrierstandard IS Cyclohexan/Aceton Konz. PSVA
(2+1, viv)
pl pl ul pg/ml
950 50 1,9
750 50 200 15
600 50 350 1,2
300 50 650 0,6
100 50 850 0,2

Die Peakflachen des Kalibrierstandards werden mit den Peakflachen des IS ins Verhdtnis
gesetzt. Die Konzentrationen der L &sungen werden gegen diese Verhdtnisse aufgetragen und
eswird eine lineare Regressionsgerade berechnet.

14.5.3.2 Berechnung des Capsaicinoidgehaltes

Die Quantifizierung von C, DC und NDC erfolgt Uber die nach 14.5.3.1 aufgenommenen
Kalibriergerade.

Die Peakflache jedes Capsaicinoids wird mit der Peakflache des 1S ins Verhdtnis gesetzt. Mit
dem so erhatenen Verhdlitnis wird mit Hilfe der Regressionsgerade die Konzentration in
png/ml (wy,) berechnet.

Der Gesamtgehalt ws (mg/kg) berechnet sich als Summe der Konzentration von C, DC und
NDC unter Berticksichtigung der Probeneinwaage und des Gesamtvolumens (50 ml).

o Wh 350

we=d, Einwaage(Qg)
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14.6 Synthese von Laurinséurebenzylamid **°

0,5 g Dodecylsaurechlorid in 10 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) |6sen. Tropfenweise
mit einer Losung von 2 g Benzylamin in 10 ml THF versetzen und kréftig durchschiitteln.
Nach 10 min diese Reaktionsmischung in Eiswasser giefden, mit verdinnter Salzsdure
schwach ansduern, absaugen und mit Wasser neutral waschen. Das Reaktionsprodukt aus
Ethanol umkristallisieren und im Hochvakuum trocknen.

Der Schmelzpunkt wurde tberpriift. Er betrug 88°C (laut Literatur'® : 89 °C).

'H-NMR (400,1 MHz, CD,CL,): d = 7.25-7.35 (m, 5 H, CH-arom.); 5.79 (s, 1H, NH breit);
4.40 (d, 2H, 3Jqn = 5.8 Hz, CH,-7); 2.18 (t, 2H, *Jun = 7.3 Hz, CH,-10); 1.61 (tt, 2H, *Juy =
7.3 Hz, CH»-11); 1.2-1.4 (m, 16H, CH»-12/13/14/15/16/17/18/19); 0.88 (t, 3H, 3J4 = 6.7 Hz,
CH,-20).

2 7 11 13 15 17 19

1

3 N9 20
8 10 12 14 16 18

4 6

3C-NMR (100,6 MHz, CD,CL>): d = 172.98 (s, C-9.); 139.36 (s, C-1); 127.90 (d, C-2/6);
128.89 (d, C-3/5); 127.58 (d, C-4); 43.62 (t, C-7); 37.00 (t, C-10); 32.26 (t, C-11), 29.95,
29,85, 29.71, 29.67, 29.65, 26.09, 23.01 (8 * t. C-12/13/14/15/16/17/18/19; 14.19 (q, C-20).

14.7 Bestimmung der ASTA-Farbwerte ®

Photometer: Zweistrahl Photometer DM 4
Carl Zeiss Industrielle Meftechnik GmbH, Oberkochen

70 - 100 mg Pulver in einen 100 ml Mef¥kolben einwiegen. Mit Aceton bis zur Marke
auffillen, schitteln und 16 h bel Raumtemperatur im Dunkeln stehen lassen. Ein Aliquot in
eine Kuvette fullen. Mit einem Photometer gegen eine mit Aceton gefillte Kivette bel
460 nm messen. Die gemessene Extinktion muf3 zwischen 0,30 und 0,70 liegen. Liegt sie
dariiber, die Probel 6sung verdiinnen, liegt sie darunter mehr Pulver einwiegen.
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Der ASTA-Farbwert wird folgendermal3en berechnet:

Ex>16,4
ASTA

" E nwaage(g)
mit

E, = Extinktion bei 460 nm
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Anhang

16 Capsaicinoidgehalte und -muster frischer Paprikafrichte

n: Anzahl der Einzelfriichte bzw. Fruchthélften

Tab. 48: Gesamtcapsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) und -muster aus Einzelfrtichten

gesamt C DC NDC n Herkunftsland Farbe

(mg/kg) % % % (Kaufdatum)
169,3 55,4 39,9 4,6 5 Spanien (211098) rot
154,2 53,5 41,7 4,8 5
249,7 53,6 41,7 5,2 5
196,2 52,9 38,9 6,6 20
248,8 54,5 38,9 6,6 20
227,3 54,9 38,1 7,0 20
205,5 47,2 42,6 10,2 1 grin
246,5 46,5 41,5 12,0 1
258,8 45,5 42,7 11,7 1 orange
189,6 58,7 32,8 8,5 1
192,2 51,4 38,0 10,6 1 orange-

grin

373,1 49,6 41,9 8,4 1
263,8 62,8 31,3 59 1 rot
287,3 61,7 33,0 53 1
22,7 47,7 33,2 19,1 3 Griechenland grin
47,0 55,3 30,8 13,9 3 (200299)
27,1 52,0 29,7 18,3 3
2845 61,1 32,0 7,0 1 Jordanien (060199) grin
147,8 51,1 35,1 139 1
2318 56,2 34,4 9,3 1
252,7 60,1 26,3 13,6 1 Holland (270799) grin
299,9 61,3 28,2 10,5 1
243,7 62,5 26,0 11,5 1
129,1 57,1 34,1 8,8 1 Tirkel (251198) grin
61,8 57,6 32,3 10,1 1
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Tab. 49: Capsaicinoidgehalte (mg/kg Frischgewicht) und -Muster aus Fruchthélften (jeweils

nur eine Halfte berlcksichtigt)

gesamt C DC NDC n Herkunftsland Farbe
(mg/kg) % % % (Kaufdatum)

234,6 56,5 371 6,4 10 Spanien (211098) rot
2125 57,2 37,0 5,8 10

159,0 60,3 339 5,8 10

93,4 58,4 32,6 9,1 8 Spanien (290699) rot
97,0 55,7 34,5 9,8 8

206,7 63,3 32,3 4,4 2 Israel (190599) rot
294,2 53,1 40,4 6,5 2

310,5 61,4 33,6 51 2

2228 61,5 331 5,3 5

2236 58,5 36,9 4,5 2 Agypten (250599) rot
285,6 58,5 37,0 4,5 2

328,6 60,6 33,7 5,7 2

268,8 58,6 34,1 7,3 5

322,9 61,9 33,0 51 5

307,5 65,1 26,9 8,0 5 Holland (270799) grin
221,6 64,6 26,9 8,5 5

200,1 68,4 25,7 6,0 5

235,5 64,4 28,6 7,0 5

181,1 66,0 25,0 9,0 5 Holland (250899) grin
2415 67,4 24,7 7,9 5

265,5 68,2 27,2 4,6 8 Italien (210999) rot
116,8 67,7 27,8 4,4 8

190,3 67,0 27,8 5,2 8
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Tab. 50: Capsaicinoidgehalte und -muster (C, DC und NDC) der Frichte aus
Gewachshausanbau, sortiert nach Tagen nach der Blite und aufsteigendem
Capsaicinoidgehalt, hochster und niedrigster Wert fettgedruckt

Tagenach der | gesamt (mg/kQ) C% DC % NDC %

Bllte

33-42 194,0 52,9 34,1 13,0

216,1 45,6 34,3 14,6

260,6 48,8 36,3 15,0

339,0 48,8 36,7 14,5

342,5 47,7 32,9 19,5

355,1 51,6 35,7 12,7

367,9 39,9 40,5 19,6

429,3 46,0 38,5 11,4

447,3 52,5 36,0 11,4

448,6 50,7 36,6 12,7

465,3 53,2 35,1 11,7

474,3 45,1 394 15,5

483,3 48,3 38,1 13,5

5134 37,6 41,7 20,6

536,7 52,5 35,9 11,6

813,2 45,7 39,2 15,0

62-66 282,2 47,9 38,1 14,0

349,7 42,3 40,8 17,0

563,5 58,3 29,6 12,0

814,1 51,8 35,8 12,3

Nachblite 2475 45,2 40,4 144

532,1 49,4 40,1 10,1

536,4 48,0 39,9 12,1

563,3 48,7 37,9 13,4

593,6 51,5 36,1 12,4

668,38 50,2 36,9 12,9

77,7 52,9 37,5 9,5
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Tab. 51: Capsaicinoidgehalte und -muster (C, DC, NDC, HomoC, DSVA, HomoDC | und
HomoDC [l) der Frichte aus Gewachshausanbau, sortiert nach aufsteigendem
Capsaicinoidgehalt, niedrigster und hdchster Wert jewells fettgedruckt

gesamt C DC NDC HomoC | DSVA | HomoDC | HomoDC
(mg/kg) % % % % % | % Il %
214,7 47,8 30,8 11,7 29 19 1,0 3,8
228,6 43,1 32,4 13,8 3.2 2,3 1,2 4,1
236,5 45,8 41,1 13,0 2,2 14 11 4,3
290,1 43,8 32,6 135 3,0 1,8 1,1 4,2
312,2 43,9 33,6 139 2,5 1,7 1,0 3,5
313,1 43,2 34,3 12,7 25 2,5 1,1 3,9
329,9 48,2 30,1 13,3 2,6 15 09 3,5
372,8 44,3 33,4 13,2 2,7 1,6 09 3,8
379,1 38,1 34,0 16,7 2,7 2,3 1,6 4,5
390,1 46,9 32,5 11,6 2,8 1,8 1,1 3,2
400,4 42,7 34,5 14,1 2,5 1,6 1,0 3,7
403,9 45,0 33,3 13,8 2,0 1,1 0,7 4,2
406,4 36,1 36,7 17,8 2,0 1,7 1,2 4,6
445,5 447 37,4 10,6 2,4 1,2 0,7 3,0
480,8 48,9 33,5 10,6 2,3 1,0 0,7 2,9
492,0 46,2 33,4 11,6 2,7 18 1,0 3,3
508,5 48,7 32,1 10,7 29 19 1,0 2,7
522,8 447 35,3 12,5 2,3 1,3 0,7 3,2
552,1 47,6 38,6 10,2 1,9 1,3 0,7 2,9
559,4 46,1 38,2 11,6 21 2,4 0,8 3,2
584,9 48,2 33,0 10,6 2,7 15 09 3,1
592,6 46,3 36,0 12,7 2,2 2,5 0,9 4,0
619,2 49,3 34,6 11,9 2,3 14 0,7 34
650,0 50,2 31,9 11,1 2,2 1,1 0,6 2,9
8711 42,7 36,6 14,0 1,7 1,2 0,5 3,2
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17 Abkulrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

MeCN Acetonitril

AOAC Association of Official Analytical Chemists

ASTA American Spice Trade Association

C Capsaicin

CIE Commission Internationale de |”Eclairage
(international e Beleuchtungskommission)

CiVA Citronellsaurevanillylamid

DC Dihydrocapsaicin

DSVA Decansdurevanillylamid

ELCD Elektrochemischer Detektor

FID Flammeni oni sationsdetektor

GC Gaschromatorgraphie

HomoC Homocapsaicin

HomoDC Homodihydrocapsaicin

HPLC Hochle stungsflissigchromatographie

HRGC High Resolution Gas Chromatography

HZ Hertz

ID Innendurchmesser

IS Interner Standard

1SO International Organization for Standardization

LsBA L aurinsdurebenzylamid

MeOH Methanol

MHz Megahertz

MS M assenspektrometrie

NDC Nordihydrocapsaicin

NMR K ernresonanzspektroskopie

NPD Stickstoff/Phosphor-selektiver Detektor

NWG Nachweisgrenze

POD Peroxidasen

PSVA Pelargonsaurevanillylamid

RP Reversed Phase (Umkehrphase)

RT Raumtemperatur

Tab. Tabelle

TMSH Trimethylsulfoniumhydroxid

TRI 2,4,6-Triphenoxy-1,3,5-triazin

uv Ultraviolett



