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RESUMEN. Se ha efectuado la cuantificacion de capsaicinoides en la oleorresina de
capsico utilizando técnicas relativas como espectrofotometria UV y HPLC, realizan-
dose un analisis critico de la metodologia analitica aplicada. Las determinaciones se
efectuaron sobre la oleorresina obtenida directamente de una especie autéctona, Cap-
sicum chacoense A.T. Hunziker, asi como sobre oleorresinas ya incorporadas en for-
mas farmacéuticas. Las técnicas empleadas resultan accesibles a cualquier laborato-
rio convencional de analisis farmacéuticos y pueden ser aplicadas al estudio de oleo-
rresinas provenientes de diferentes especies.

SUMMARY. “Quantitation of capsaicinoids in Capsicum chacoense A.T. Hunziker (Sola-
naceae) and in pharmaceutical dosage forms”. Quantitation of capsaicinoids in Capsicum
oleoresin has been performed by relative techniques as UV spectrophotometry and HPLC.
The determinations were done on the oleoresin obtained from a local species, Capsicum
chacoense A.T.Hunziker, as well as on oleoresins included in pharmaceutical dosage
forms. The techniques employed are accesible to convencional laboratories of pharmaceu-
tical analysis and can be used to the study of oleoresins coming from different species.

INTRODUCCION

Como analgésico de uso topico, los capasicinoides han adquirido rdpida difu-
sién en la terapéutica actual. Tresh es quien aisla en 1846 por cristalizacién los
principios pungentes del cipsico y propone entonces el nombre de capsaicina 1.
Los primeros estudios estructurales sobre capsaicina fueron realizados por Micko 2,
pero la estructura molecular fue elucidada por Nelson y Dawson 34, al ser posible
la identificacion de los productos de su hidrélisis. La primera sintesis total de cap-
saicina fue realizada por Spath y Darling 5, confirmando el trabajo realizado por
los autores que la aislaron inicialmente.

En la monografia de esta droga (Capsicum annum var. minimum (Miller)
Heisery, Capsicum frutescens L., Solanaceae) en el British Pharmaceutical Codex
(1968) se describen los constituyentes quimicos, los caracteres macro y microsco-
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picos, los adulterantes mds comunes y los sustituyentes, asi como sus preparacio-
nes farmacéuticas (unglientos, oleorresina y tinturas).

La extraccion con disolventes volatiles apropiados permite obtener la oleorre-
sina de cdpsico, liquido denso de color rojo oscuro, de olor atenuado y sumaman-
te irritante, en el que se diferencian una fracciéon volitil (esencia) y otra fija (resi-
na) ©.

El andlisis de la mayoria de las oleorresinas por cromatografia gaseosa y es-
pectrometria de masa ha permitido caracterizar més de cien componentes diferen-
tes 7. En esta compleja y heterogénea composicién quimica se encuentran inclui-
dos los capsaicinoides y en particular capsaicina, el principio activo mds abundan-
te (Figura 1.
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El contenido de capsaicinoides en especies de Capsicum varia generalmente
de 0,1 a1 % y en algunos casos se registran valores de hasta 1,5 %.

El grupo de alcaloides con nitrégeno extranuclear aislados del Capsicum re-
presenta una familia de productos naturales llamados capsaicinoides 8. La croma-
tografia gaseosa asociada a la espectrometria de masa ha revelado la presencia de
cinco compuestos importantes : capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaici-
na, homodihidrocapsaicina y homocapsaicina 9 (Figura 2).
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Figura 2. Capsaicinoides

Capsaicina (CAS 404-86-4), N[(4 hidroxi-3 metoxifenil) metill-8 metil (E) 6 no-
nenamida, tiene dos isbmeros geométricos, pero sélo el trans se encuentra en la
naturaleza; el isdbmero cis se denomina Civamida (CAS 25775-090).

El compuesto errbneamente llamado “capsaicina sintética”, en realidad ha ge-
nerado una confusién sustancial tanto en la literatura quimica como en la biologi-
ca. Este compuesto se denomina N-[(4-hidroxi-3 metoxifenil) metill- nonanamida y
es conocido como la vainillilamida del dcido pelargbnico, siendo oficialmente
nombrada como nonivamida (Figura 3). Nonivamida difiere de capsaicina en dos
importantes elementos estructurales: el doble enlace en la molécula de capsaicina
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Figura 3. Nonivamida

ha sido reducido y el grupo metilo de la cadena hidrocarbonada removido; sin
embargo la parte amidica de la molécula es idéntica. Estos compuestos pueden
distinguirse facilmente por sus espectros de masa, IR y RMN.

Nonivamida resulta ser un adulterante econémico de capsaicina y también
puede sustituir la oleorresina de cdpsico en sus aplicaciones, particularmente en
bromatologia. No obstante la “capsaicina sintética” no es reconocida por la no-
menclatura farmacéutica, ni por la literatura cientifica y se debe evitar el empleo
de tal terminologia. Por ello, la FDA (Food and Drug Administration, USA) recono-
ce unicamente a capsaicina como entidad quimica del capsico.

En el presente trabajo se ha procedido a la cuantificaciéon de capsaicinoides
en la oleorresina del capsico, tanto en la oleorresina obtenida de una especie au-
toctona (Capsicum chacoense A.T. Hunziker) asi como la ya incorporada a una
forma farmacéutica (crema), expresandose el resultado como equivalente en cap-
saicina y describiéndose en cada caso la metodologia que ha sido utilizada.

MATERIAL Y METODOS
Cuantificacion de capsaicinoides en Capsicum chacoense A.T. Hunziker

Preparacion de la muestra. Se trabajé con frutos maduros de Capsicum cha-
coense A.T. Hunziker obtenidos de plantas indigenas procedentes de la provincia
de Jujuy (Parque Nacional Calilegua). Varias muestras (frutos cortados en cintas)
fueron secadas en estufa a 40 °C, realizindose una molienda fina y finaimente fue-
ron sometidas a una extraccién con cloroformo por calentamiento a reflujo hasta
agotamiento.

Purificacion de los extractos. El extractivo obtenido se purificé por TLC, utili-
zandose silica gel G como soporte y éter-etilico como fase moévil. Se realizaron
siembras de 20 pl de las muestras y del estindar (capsaicina de un 97 % de pure-
za, solucién 103 M en metanol); se desarrollé la cromatoplaca, determindndose un
Rf de 0,78 correspondiente a los capsaicinoides presentes. Las referencias se reve-
laron con DCC ( dicloro-quinon clorimida) y los capsaicinoides fueron detectados
por la leve fluorescencia que emiten a 254 nm.

Cuantificacién. Se realizaron determinaciones espectrofotométricas en un ins-
trumento marca Metrolab modelo 1700 con celdas de 1 cm de camino Optico, re-
tomandose con metanol la fraccién correspondiente a capsaicinoides y procedién-
dose a la lectura entre 280-282 nm. Para la cuantificacion se realizaron las respec-
tivas curvas de calibracién utilizando capsaicina estindar en medio metandlico
(97% de pureza). En la Figura 4 se presenta uno de los espectros tipicos corres-
pondientes a los extractivos purificados.
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Figura 4. Espectro U.V. de los extractos purificados.

Cuantificacion de capsaicinoides en formas farmacéuticas

Preparacion de la muestra. La cuantificacién de capsaicinoides se realizé en
especialidades medicinales que se dispensan habitualmente bajo la forma de cre-
mas; en las mismas se declara que contienen oleorresina de cipsico, con un equi-
valente de capsaicina igual a 25 mg/100 g de crema. Las muestras fueron tratadas
utilizando metanol y alcohol isopropilico como disolventes, optindose finalmente
por metanol en base a los estudios cinéticos realizados previamente. 10 Para la di-
solucién de las muestras se utilizd un bafio de ultrasonido, efectuindose una pos-
terior filtracién.

Separacion y cuantificacion. La técnica instrumental seleccionada para el ani-
lisis fue la cromatografia liquida de alta performance (HPLC), utilizindose un cro-
matdgrafo marca Hewlett-Packard modelo 1090 con arreglo de diodos. Las condi-
ciones de andlisis fueron las siguientes: columna Lichrocart Superspher 100 RP
C18 (125 mm x 4 mm, 4 ym de tamafio de particula), fase moévil acetonitrilo-agua
(50:50 v/v), temperatura de columna 45 °C, deteccién 282 nm, caudal 1 ml/min,
inyecciéon 10 pl. En la Figura 5 se pueden observar los cromatogramas tipicos co-
rrespondientes a las muestras y a las referencias de capsaicina sintética en meta-
nol (97% de pureza) utilizadas.

RESULTADOS
Metodologia Analitica ( HPLC)

Con el fin de determinar la confiabilidad de los resultados se analizaron los
siguientes aspectos de la técnica analitica: selectividad, linealidad, sensibilidad,
precision, exactitud y robustez.

Se han podido identificar los productos de descomposicién de capsaicina en
medio acuoso a diferentes pH, utilizando cromatografia gaseosa asociada a espec-
trometria de masa 0. Es de destacar que productos tales como hidrocarburos de
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Figura 5. Cromatogramas. a) De las referencias. b) De las muestras.

alto peso molecular, algunos ésteres y vainillina no interfieren con la técnica de
cuantificaciéon de capsaicinoides utilizada en este trabajo.

Fl rango lineal en que se trabajé fue de 4 a 30 pg/ml. Por medio del test de
Student se realiza un andlisis estadistico donde se obtuvo una correlacion lineal
mejor que p: 0.05. Del anilisis de la pendiente de la recta correspondiente al estu-
dio de linealidad (y = 5389,9x-873,27) se deduce una buena sensibilidad del méto-
do.

La precision de la metodologia analitica se estudié tanto sobre el sistema co-
mo sobre el método. Se inyectaron 6 preparaciones de estindar y 6 preparaciones
de muestra final, obteniéndose un coeficiente de variacion (CV) de 0,9% y 1,2%,
respectivamente.

Para comprobar la exactitud del método empleado se trabajé sobre un place-
bo de la crema con los componentes habituales, al cual se le habia incorporado
capsaicina sintética. Se emplearon tres concentraciones del analito, preparadas por
triplicado, comprendidas dentro del rango de linealidad del sistema, por encima y
por debajo del valor medio. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

% INCORPORADO % HALLADO % RECUPERADO
83,3 80,1 79,5 81,2 96,1 954 97,48
102,2 1033 99,8 103,0 101,1 97,7 100,8
118,0 117,1 1153 1158 99,2 97,7 98,1

La recuperacién media fue de 98,2% con un coeficiente de variacién de
1,94% en los datos analizados. Por medio del test de Student se corrobord la no
existencia de diferencias significativas entre la media y el 100%. Sin embargo, no
se han determinado los limites de deteccién y de cuantificacion; solo se puede se-
fialar que hasta 4 pg/ml se ha trabajado con exactitud y precisién apropiadas.

En cuanto a la robustez del método se puede mencionar que pequefios
cambios en las variables analiticas utilizadas (caudal, temperatura de columna, in-
yeccién, composicién de la fase mévil, intervalo entre preparacion de muestra e
inyeccién) no produjeron alteracién significativa de los resultados obtenidos.
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Cuantificacion de capsaicinoides en Capsicum chacoense A.T. Hunziker

El contenido medio de capsaicinoides que surge del andlisis de la oleorresina
obtenida a partir de frutos de Capsicum chacoense es de un 0,3%, expresado co-
mo capsaicina. Se utilizaron para las medidas tres extractivos provenientes de
muestras recolectadas en diferentes épocas. El andlisis de cada extractivo se reali-
z0 en la forma ya mencionada. Los valores obtenidos para cada muestra fueron
los siguientes 0,12%, 0,32% y 0,39% de capsaicinoides expresados como capsaicina.

Cuantificacion de capsaicinoides en formas farmacéuticas

El contenido medio de capsaicinoides (expresado como capsaicina) fue de
25,39 mg /100 g de crema, con una dispersién en las medidas de 1,1% (CV), apro-
ximadamente un afio después de haber sido elaborada la misma y conservada en
condiciones de estante.

El intervalo de confianza determinado es (25,1 : 25,7) mg / 100gr de crema.
Seis datos fueron utilizados (24,97 / 25,54 / 25,63 / 25,19 / 25,3 / 25,71), se calcu-
16 mediante Student, donde el nivel de significaciéon empleado fue de p: 0,05, co-
rrespondiente a un intervalo de confianza del 95%.

CONCLUSIONES

El contenido medio de capsaicinoides determinado en la oleorresina de Cap-
sicum chacoense se encuentra dentro de la variabilidad de resultados encontrados
para otras especies. La dispersion de los valores individuales observada puede
atribuirse principalmente a las diferentes épocas del afio en que fueron recolecta-
das las muestras.

En cuanto a los resultados obtenidos en el anilisis de la forma farmacéutica
se puede concluir que la misma cumple con lo declarado.

Paralelamente se han propuesto metodologias de trabajo para la cuantifica-
cién de capsaicinoides de la oleorresina de cipsico que pueden ser extendidas a
las oleorresinas provenientes de diferentes especies. Estas metodologias analiticas
son accesibles para un laboratorio convencional de anilisis farmacéutico, pudién-
dose aplicar convenientemente y con éxito en cada caso, segin se trate de anilisis
de materias primas o de productos terminados.

El desarrollo de técnicas que permitan separar capsaicina y sus homologos
seria un aspecto importante de abordar en un futuro estudio de estos compuestos
sobre oleorresinas provenientes de diferentes especies.
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