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RESUMEN

La combinacién metamisol sédico, cafeina e isome-
tepteno clorhidrato se emplea en forma farmacéutica liqui-
da oral para el tratamiento de la migrafia y estados febriles.
En este articulo se presentan los resultados del desarrollo,
estandarizacion y validacién de una metodologia analitica
por cromatografia liquida de altaeficiencia para cuantificar
simultineamente metamisol sédico (dipirona) y cafeina en
presencia de isometepteno clorhidrato. Para la separacion
cromatografica se empled una columna C18 para fase re-
versa y deteccidn a 273 nm.

Palabras claves: metamisol s6dico, cafeina, isome-
tepteno, cromatografia liquida de alta eficiencia, detec-
cién espectrofotométrica, validacién analitica.

SUMMARY

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN
ANALYTICAL METHODOLOGY (HPLC) FOR THE
ASSAY OF SODIUM METAMIZOLE AND
CAFFEINE IN ORAL SOLUTION IN THE
PRESENCE OF ISOMETHEPTEN
HYDROCHLORIDE

Sodium metamizole, isomethepten hydrochloride
and caffeine are used as a mixture for the treatment of
chronic headache and fever. In this paper we present the
data obtained during the development and validation of
a high performance liquid chromatography method for
the quantitative assay of the drug substances in oral so-
lution. The validated method used a Cig column and a
UV detector at 273 nm.
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INTROLUCCION

La asociacién de metamisol sodico, cafeina e iso-
metepteno clorhidrato en gotas orales se ha comerciali-
zado en Colombia para el tratamiento sintomatico de la
migrafia y estados febriles agudos.

La metodologia analitica empleada para cuantificar los
tres principios activos consistia en separar por sistemas tradi-
cionales de extraccion liquido-liquido cada principio activo y
valorarlos luego por técnicas espectrofotométricas o potencio-
métricas, metodologia de baja exactitud y poca precision.

En el presente trabajo se desarrolld y validé una
metodologia analitica por HPLC que nos permite cuan-
tificar el metamisol sddico, la cafeina y el benzoato de
sodio utilizado como agente conservante en presencia de
isometepteno clorhidrato.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

Equipos: Cromatogrifo liquido Lichrograph
Merck-Hitachi, Detector UV con arreglo de diodos serie
1050 Hewlett Packard, Espectrofotometro Hewlett Pac-
kard 1059 A con arreglo de diodos, columna Cig de
tamafio de particula 10 micrométros y de 250 x 4 mm.

Reactivos: Cafeina anhidra patrén certificado, meta-
misol sddico patrén certificado, benzoato de sodio USP,
metanol HPLC, acetonitrilo HPLC y agua HPLC. Otros
reactivos calidad RA empleados fueron: 4cido acético gla-
cial, cloruro de amonio, acetato de amonio y cloroformo.

Estandarizacion del Sistema Cromatogrdfico

Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de
los principios activos a evaluar, cafeina, metamisol sodico
y el agente de conservacion benzoato de sodio, tales como
solubilidad en los solventes recomendados para HPLC (me-
tanol, acetonitrilo, agua, THF), sus caracteristicas de po-
laridad y sus propiedades de absorcion de la radiacién

49



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO-FARMACEUTICAS

se decidi6 ensayar una fase mdvil conformada por me-
tanol y agua en proporcion 90:10, fase en la cual el
isometepteno clorhidrato no presenta absorcién en la
longitud de onda de trabajo. De acuerdo a lo anterior se
propusoé el sistema:

Columna: C18 ,10 micrométros, 250 x 4 mm.

Detector: UV (273 nm)

Flujo: 1 mL/min.

Concentracion de los analitos : cafeina 9 mcg/ml, me-
tamisol sédico 90 mcg/ml, benzoato de sodio 24 mcg/mL.

Con el anterior sistema se ensayaron las diferentes
fases mdviles indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Fases Moviles estudiadas para determinacion
de los principios activos por HPLC

. Fase Mévil Composicion
1 |Agua-Metanol 60:40
2 |Agua-Metanol 40:60
3 |Agua-Metanol-Modificador pH Variada”
4 {Acido octanosulfénico-Metanol 40:60""
5 |Acido octanosulf6nico-Metanol 30:70"*

*Cloruro de amonio 0.25M + Buffer d¢ AcONH4 0.02M pH 5.0
**Acido octanosulfénico 0.05M en metanol-agua 50:50

De acuerdo a los resultados obtenidos la fase mévil
més promisoria que permitia una mejor interaccién con
la fase estacionaria y la mejor separacion era la com-
puesta por metanol —cloruro de amonio 0.25 M- buffer
de acetato de amonio 0.2 M pH 5.0 (59:40:1). Por tal
razén se procedié a optimizar las proporciones de cada
constituyente para obtener Optimos resultados. Una vez
seleccionada la fase mévil mas adecuada y establecidas
las condiciones del sistema, se procedi6 a la validacién
del método optimizado.

Para validar el método de analisis se evaluaron los
siguientes pardmetros: precision del sistema cromato-
grafico, repetibilidad y reproducibilidad del método, ex-
actitud y linealidad para cafeina y metamisol sédico,
especificidad y selectividad del método, limites de de-
teccioén y de cuantificacion y sélidez de acuerdo al mo-
delo de Placket y Burman.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromatogramas obtenidos con las fases méviles
agua-metanol en proporciones 40:60 y 60:40 demues-
tran una baja resolucién entre el metamisol sédico y el
benzoato de sodio presentando un factor de capacidad
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(k) de 0y 0.38 respectivamente observandose igualmen-
te la no interaccion del metamisol sédico con la fase
estacionaria; resultados similares se observaron con la
fase mé6vil metanol-PIC. Al ensayar diferentes propor-
ciones de la fase mévil metanol -cloruro de amonio
0.25M- buffer de acetato de amonio 0.2M (pH 5.0), se
observd que la proporcion 50:40:1 permitia la separa-
cién de los componentes del producto con tiempos de
retencion de 3.68, 4.58 y 5.81 minutos correspondientes
al metamisol sédico, cafeina y benzoato de sodio res-
pectivamente (Fig.1 siguiente pagina).

Se observa sobre la Figura la la presencia de un
compuesto relacionado (CR) con el metamisol sédico,
compuesto que al procesar el producto interferia con la
cafeina tal como se observa sobre la Figura 2.

Se ensayaron en consecuencia diferentes proporcio-
nes de los componentes de la fase mévil obteniéndose
una composicion que ademas de resolver satisfactoria-
mente los ingredientes activos del producto anulaba la
interferencia del compuesto relacionado (Fig. 3). Como
composicién optima se fijo la mezcla metanol —cloruro
de amonio 0.25M- buffer de acetato de amonio 0.2M
(pH 5.0) en proporciones 43:50:7. Estudios posteriores
por cromatografia en capa delgada demostraron que el
productorelacionado correspondia a un producto de oxi-
daci6én del metamisol sodico.

Al analizar los resultados obtenidos en los diferentes
estudios se encontrd:

Idoneidad del sistema. Los factores de capacidad,
resolucion, eficiencia y simetria de los picos cromato-
graficos demuestran que el sistema cromatogréfico ope-
ra en forma confiable.

Precision del sistema. Los valores de coeficiente
de variacién obtenidos para seis inyecciones del estandar
fueron 0.59 y 0.46% para el metamisol y la cafeina
respectivamente.

Repetibilidad del método. El intervalo de confian-
za de los resultados individuales indica que el 95% de
los andlisis oscilan entre 100.63 y 103.8% para el me-
tamisol sédico y entre 102.99 y 104.96 % para la cafeina
con valores para el coeficiente de variacién respectiva-
mente de 0.49y 0.37%.

Reproducibilidad del método. Se determiné me-
diante 3 andlisis de 2 analistas, cada uno con cuatro
inyecciones. Se encontrdé un coeficiente de variacién
global de las respuestas menor de 4% , valor que indica
una adecuada reproducibilidad del método (9).

Exactitud. Se determiné el porcentaje de recupera-
cién para el metamisol sédico y para la cafeina prove-
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Figura 1. Cromatogramas de los principios activos y del agente conservante

nientes de placebos adicionados de los estandares res-
pectivos a niveles de concentracién equivalentes a 80,
100 y 120% del contenido etiquetado. Los porcentajes
de recuperacion oscilaron entre 99.19 y 99.98% (C.V.
0.44%) para el metamisol y entre 99.90 y 102.71% (
C.V. 0.54%) para la cafeina. En ambos casos el valor
de t experimental fue menor que el valor de t de la tabla,
confirmandose asi la exactitud del método.
Linealidad. La linealidad del método se estableci6
por anélisis de las curvas de calibracién del metamisol
s6dico entre concentraciones 18 y 180 mcg/mL (Fig.4)
y de la cafeina entre 1.8 y 18 mcg/ml Figura 5.
Mediante anélisis de los estimadores se demostrd la
linealidad del métodoparalos dos principios activos dentro
de los intervalos de concentracién estudiados(Tabla 2).
Especificidad y selectividad. La informacién obte-
nida de la Figura 3 permite concluir que el método pre-
senta selectividad y permite la separacién de todos los
posibles compuestos presentes en la matriz del producto
en condiciones normales. La selectividad también se de-
mostré por anilisis cromatogréfico de soluciones prove-
nientes de la degradacion forzada de los principios activos.
Limites de deteccién. Bajo las condiciones del mé-
todo se evidencié que niveles de concentracion de 0.18
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Tabla 2. Estimadores de linealidad para metamisol
sbdico y cafeina

Estimador | Metamisol Cafefna Indicador
Coef. Corr. 0.99996 0.99983 > 0.990
Coef. Corr. 99.99% 99.96 % > 99.9%
LC intercepto -0.198/2.1 -0.877/3.2 *

CV (fdr) 0.637% 3.10% <5%

* No significativamente de cero. Los limites incluyen el cero

mcg/mL de metamisol sédico y de 0.018 mcg/mL de
cafeina son detectables y con posibilidad de cuantifica-
cion. Para la determinacion la primera concentracion de
la curva de calibracién se diluyé 100 veces.

Solidez. Utilizando el método de Placket y Burman
se determind la s6lidez del método frente a pequefios
pero deliberados cambios en 5 variables (Tabla 3). El
andlisis de los resultados indica la solidez del método
frente a los cambios realizados.

En todos los casos y para los dos principios activos
el valor absoluto de las diferencias fue menor que el
producto de la desviacién estandar de la precision del
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Figura 2. Interferencia del compuesto relacionado del meta-

misol en la determinacion de la cafeina
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Figura 3. Cromatograma para el producto obtenido con la
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Figura 4. Curva de calibracion del metamisol sddico obtenida

en el ensayo de linealidad del método.
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Figura 5. Curva de calibracion de la cafeina obtenida en el
ensayo de linealidad del método
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Tabla 3. Influencia de la variacion de algunos parimetros en la respuesta

Variable 1 2 3 4 5 6 Dif." M Dif. C
Temperatura 30 30 30 20 20 20 1.4977 0.5506
Analista 2 1 1 2 2 1 0.6923 0.5807
Dia de analisis 2 1 2 1 1 2 0.6283 0.9606
PH fase mévil 6.5 6.5 5.0 5.0 6.5 5.0 1.3889 0.3426
Preparacién (min) 480 15 480 15 15 480 0.6283 0.9607
Area metamisol 1566.17 | 1568.15 1567.47 1565.02 1571.80 1569.45 -- -
Area cafeina 400.40 400.97 399.98 401.37 401.20 400.34 - --

* media limite superior - media limite inferior
M = metamisol, desviacién estandar del método x 1.4142 = 67.66
C = cafefna, desviacién estandar del método x 1.4142 = 17.36
método por la raiz cuadrada de 2, deduciéndose asi que el
BIBLIOGRAFIA

método no se ve afectado por las variaciones realizadas.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 y valid6 un método por HPLC para
cuantificar metamisol sddico y cafeina en presencia de
isometepteno clorhidrato, principios activos de un pro-
ducto en forma de gotas orales. El método permite igual-
mente cuantificar el benzoato de sodio utilizado como
agente conservador. El método propuesto utiliza una
columna con una fase estacionaria L1 (3) a una tempe-
ratura de 30EC. La fase mévil quedd conformada por
metanol —cloruro de amonio 0.25 M- buffer de acetato
de amonio 0.2 M (43:50:7) a un flujo de 1 mL/min. El
volimen de inyeccién fue de 20 microlitros y la detec-
cién se realizé a 273 nm.

La validaci6n de los pardmetros sensibilidad y selectivi-
dad permiten aplicar el método para el anilisis de la estabilidad
del producto y la valoracién de metamisol s6dico, de la cafeina
y del benzoato de sodio como materias primas.

Se identificé la presencia de un producto relacionado al
metamisol sédico por efecto de la oxidacién al cual presenta
un tiempo de retencién de 6.38 min., producto que segiin la
bibliografia no presenta acciones terapéuticas adversas.
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