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Resumen

Se ha desarrollado un método sencillo, preciso, rápido, selectivo y económico de cromatografía líquida de alta resolución 
en fase inversa (HPTLC) para el análisis simultáneo de hidrocloruro de metformina y repaglinida. El método de HPTLC fue 
desarrollado usando placas recubiertas de gel de sílice G60 F254 como fase estacionaria, utilizando metanol: sulfato de amonio 
(0.25%) (pH 5.7) (2.5:7.5, v/v) como fase móvil. Las placas fueron digitalizadas a aproximadamente 243 y 236 nm por HPLC y 
HPTLC respectivamente. En el método de HPTLC ambos fármacos se resolvieron usando la fase móvil propuesta y los valores 
de Rf encontrados fueron de 0.34 para el MET y 0.60 para el REPA. El método es lineal en el rango de 500-2500 ng/banda 
para el MET y 100-500 ng/banda para REPA. Este procedimiento de HPTLC es económico, sensible y requiere menos tiempo 
que otros procedimientos cromatográficos. Es una herramienta fácil de usar y con importancia para el análisis de la forma de 
dosificación combinada.

Palabras clave: HPTLC; Recubierto de gel de sílice G 60 F254 platos; 
Repaglinida (REPA); Metfornine (MET)  

Introducción
El clorhidrato de metformina (MET, (1-carbamimidamido-

N,Ndimetilmetanimidamida; Figura 1a) es ampliamente utilizado en 
el tratamiento, no dependiente de la insulina, de la diabetes mellitus 
(NIDDM) [1] La repaglinida (REPA; (S)-(+)-2-etoxi-4-[2-(3-metil-1-
[2-(piperidin-1-il) fenil] butilamino)-2oxoetil] ácido benzoico; (Figura 
1b) se utiliza para el tratamiento de la diabetes mellitus no dependiente 
de insulina junto con dieta y ejercicio [2].

La búsqueda bibliográfica revela la existencia de varios métodos 
analíticos como HPLC [3-17], UV [18-23] y HPTLC [24,25] para 
la determinación de MET y REPA ya sea individualmente o en 
combinación con otros fármacos. La revisión de la literatura nos llevó 
a desarrollar un método simultáneo preciso, selectivo y exacto para la 
estimación del MET y REPA combinados en formas de dosificación. 

Experimental
Materiales y reactivos

El clorhidrato de metformina se adquirió de Torrent Pharmaceuticals 
Ltd., Ahemdabad y la repaglinida se obtuvo de Torrent Pharmaceuticals 
Ltd., Ahemdabad. Se utilizó metanol (Grado HPLC), tolueno (Grado 
AR), sulfato de amonio, alcohol isopropílico (Grado AR), amoníaco y 
acetato de etilo como disolventes para preparar la fase móvil. EUREPA 

MF en comprimidos (Torrent Pharmaceuticals Ltd, Ahemdabad) se 
adquirió de un mercado local.

Condiciones cromatográficas

Una placa de aluminio recubierta de gel de sílice G60-F254 
(100×100 mm, espesor de capa 0.2 mm) previamente lavada con 
metanol se utilizó como fase estacionaria. El desarrollo lineal 
ascendente se llevó a cabo en una cámara de CAMAG de doble cubeta 
de vidrio (20×20 cm) equilibrada con la fase móvil metanol: sulfato de 
amonio (0.25%) (pH 5.7) (2.5:7.5 v/v) durante 30 min a temperatura 
ambiente. La longitud de la carrera cromatograma fue de 70 mm. La 
evaluación cuantitativa de la placa se realizó en el modo de absorbancia 
a 236 nm. Las dimensiones de hendidura fueron 5 mm de longitud y 
0.45 mm de ancho, con una velocidad de barrido de 20 mm/s con un 
camag computarizado TLC scanner -3 integrado con el software win 
CATS 4.  

Preparación de la disolución de sulfato de amonio (0.25%): 
Pesar exactamente 0.25 g de sulfato de amonio en un matraz aforado 
de 100 ml y añadir 25 ml de agua destilada, agitar bien y enrasar con 
agua destilada. 

Preparación de la muestra

Se pesaron veinte comprimidos con precisión y se trituraron en 
polvo fino. Una cantidad de polvo de los comprimidos equivalente a 
250 mg de MET (1 mg de REPA) se pesó con precisión y se transfirió 
a un matraz aforado de 10 ml. Se añadieron unos pocos ml de 
metanol a este matraz y se sometió a ultrasonidos durante 5 min. La 
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Figura 1: Estructura del Clorhidrato de Metformina (a) y repaglinida (b).
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disolución se filtró usando papel de filtro Whatman Nº1 y se transfirió 
a otro matraz aforado de 10 ml, que se aforó con metanol. Se tomó 
1 ml de esta disolución, se transifrió a un matraz aforado de 10 ml y 
se aforó con metanol. Se tomó una alícuota de 1 ml de la disolución 
anterior, se añadió 1 ml de 500 ng/banda de disolución patrón de REPA 
(ADICIÓN DE PATRÓN) diluido a 10 ml con metanol para obtener 
una concentración final de 250 ng/banda de MET (y 51 ng/banda de 
REPA). Alícuotas adecuadas de estas disoluciones se aplicaron a placas 
de HPTLC y se analizaron los contenidos de MET y REPA utilizando el 
método propuesto, como se describe anteriormente.

Preparación de la disolución patrón: Se pesó REPA (10 mg) con 
precisión y la cantidad se transfirió a un matraz volumétrico de 10 ml 
y se disolvió en unos pocos ml de metanol. Se aforó con metanol para 
obtener una disolución conteniendo 1000 µg/ml de REPA. El MET (10 
mg) se pesó con precisión y se transfirió a un matraz aforado de 10 
ml y se disolvió en unos pocos ml de metanol. Se aforó con metanol 
para obtener una disolución conteniendo 1000 µg/ml de MET. Estas 
disoluciones madre se utilizan para construir la curva de calibración.

Validación del método

El método desarrollado se validó para la linealidad y rango, 
especificidad, exactitud, precisión, límite de detección, límite de 
cuantificación, robustez y estabilidad de la disolución, como indican 
las directrices ICH.

Linealidad y rango: La linealidad del método se evaluó mediante la 
construcción de curvas de calibración a cinco niveles de concentración 
en un rango de 500-2500 ng/banda y de 100-500 ng/banda de MET y 
REPA respectivamente. Las curvas de calibración fueron construidas 
con la ayuda del software winCATS, trazando de área de pico frente a 
la concentración.

Especificidad: La especificidad del método se determinó mediante 
el análisis de MET y REPA en presencia de excipientes como celulosa 
microcristalina, estearato de magnesio, povidona, propilenglicol, 
sorbitol, talco, dióxido de titanio, glicoles de polietileno utilizados 
comúnmente en las formulaciones de comprimidos. Las bandas de 
MET y REPA se confirmaron mediante la comparación de los valores 
de Rf y los respectivos espectros de la muestra con las de los patrones. 
La pureza de pico de MET y REPA se aseguró mediante la comparación 
de los espectros a tres niveles diferentes, es decir, el pico de inicio, pico 
ápice y las posiciones finales del pico.

Exactitud (% de recuperación): La exactitud del método se 
determinó mediante el cálculo de la recuperación de MET y REPA por 
el método de adición de patrón. Cantidades conocidas de MET (0%, 
50%, 100%, 150%) y de REPA (0%, 50%, 100%, 150%) se añadieron 
a una muestra pre-cuantificada y la cantidad de MET y REPA se estimó 
midiendo el área del pico e interpolando estos valores en la ecuación de 
la línea recta de la curva de calibración.

Precisión del método (repetibilidad): La repetibilidad de la 
medida de área de pico se determinó mediante el análisis de MET y 
REPA (1500 y 300 ng/banda) en una muestra seis veces sin cambiar la 
posición de la placa. 

Precisión intermedia (reproducibilidad): La precisión se evaluó 
en términos intradía e interdía. La precisión intradía se determinó 
mediante el análisis de disoluciones de muestra de MET (1000, 
1500, 2000 ng/banda) y de REPA (200, 300, 300 ng/banda) a tres 
niveles, cubriendo concentraciones bajas, medias y altas de la curva 
de calibración tres veces en el mismo día (n=3). La precisión interdía 

se determinó mediante el análisis de disoluciones de muestra de MET 
(1000, 1500, 2000 ng/banda) y REPA (200, 300, 400 ng/banda) a tres 
niveles, cubriendo concentraciones bajas, medias, altas y durante un 
período de 3 días (n=3). Las áreas de los picos obtenidos se utilizaron 
para calcular los valores medios y el % RSD.

Límites de detección (LOD) y límites de cuantificación (LOQ): 
El límite de detección (LOD) se define como la menor concentración 
de un analito que pueda realmente diferenciarse del ruido de fondo. 
El límite de cuantificación (LOQ) de un procedimiento analítico es la 
cantidad más baja de analito que puede determinarse cuantitativamente 
con la precisión y exactitud adecuada. Los LOD y LOQ se calcularon 
utilizando la ecuación siguiente, según las directrices ICH. LOD 
= 3,3×σ/S; LOQ=10×σ/S; Donde σ es la desviación estándar de los 
residuales y S es la pendiente de la curva de calibración.

Robustez: Se introdujeron pequeños cambios en el tiempo de 
saturación de la cámara y la distancia de migración del disolvente y se 
examinaron los efectos sobre los resultados. La robustez del método se 
determinó por triplicado a una concentración de 1500 ng/banda y 300 
ng/banda de MET y REPA respectivamente. Se calculó la media y el % 
de RSD de las áreas de los picos.

Aplicación del método validado a la formulación 
farmacéutica

Se pesaron veinte comprimidos con precisión y se trituraron en 
polvo fino. Una cantidad de polvo de los comprimidos equivalente a 
250 mg de MET (1 mg de REPA) se pesó con precisión y se transfirió 
a un matraz aforado de 10 ml. Se añadieron unos pocos ml de metanol 
a este matraz y el matraz se sometió a ultrasonidos durante 5 min. La 
disolución se filtró usando papel de filtro Whatman Nº1 en otro matraz 
aforado de 10 ml y se aforó con metanol. Se tomó 1 ml de la disolución 
y se traspasó a un matraz aforado de 10 ml y se aforó con metanol. 
A una alícuota de 1 ml de la disolución anterior se le añadió 1 ml de 
una disolución de patrón de REPA de 500 ng/banda (ADICIÓN DE 
PATRÓN) diluido a 10 ml con metanol para obtener una concentración 
final de 250 ng/banda de MET (y 51 ng/banda de REPA). Se aplicaron 
alícuotas adecuadas de estas disoluciones a placas de HPTLC y se 
analizó el contenido de MET y REPA utilizando el método propuesto, 
como se describe anteriormente.

Resultados y Discusión
Desarrollo del método y optimización de las condiciones 
cromatográficas

Una fase móvil conteniendo metanol: sulfato de amonio (0.25%) 
(pH 5.7) (2.5:7.5, v/v) permitió una buena separación de MET y REPA 
de su matriz. También se observó que el tiempo de saturación de la 
cámara y la distancia de migración del disolvente eran cruciales en la 
separación cromatográfica, ya que tiempos de saturación de la cámara 
de menos de 20 min y distancias de migración de disolvente de más de 
70 mm daban como resultado la difusión de la banda de analito. Por lo 
tanto, se llevó a cabo el desarrollo lineal ascendente con una fase móvil 
de metanol:sulfato de amonio (0.25%) (pH 5.7) (2.5:7.5, v/v), en una 
cámara de vidrio de doble cubeta equilibrada con los vapores de la fase 
móvil durante 30 min a temperatura ambiente. Se utilizaron 10 ml de la 
fase móvil en cada desarrollo y se dejó migrar una distancia de 70 mm. 
Después del desarrollo, las placas de HPTLC se secaron por completo. 
Estas condiciones cromatográficas producen una banda bien definida 
y compacta de MET y REPA con una migración óptima a Rf 0.34 ± 
0.002 y 0.60 ± 0.01, respectivamente. La placa revelada se sometió a 
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mediciones de densitometría en el modo de exploración en la región 
UV de 200 a 400 nm y el espectro superpuesto se registró utilizando 
el Camag TLC Scanner 3. Los espectros superpuestos mostraron que 
ambos fármacos absorbían apreciablemente a 236 nm, así que esta 
longitud de onda fue seleccionada para el análisis densitométrico 
(Figura 2).

Validación del método

Linealidad: El método resultó ser lineal en un intervalo de 
concentración de 500-2500 ng/banda y de 100-500 ng/banda para MET 
y REPA respectivamente, (n = 5) con un coeficiente de correlación de 
0.999 y 0.995 para MET y REPA respectivamente (Figura 3). Los datos 
de regresión mostraron una buena relación lineal sobre el rango de 
concentración estudiado, lo que demuestra la idoneidad del método para 
el análisis (tabla 5). La figura 5 muestra la superposición tridimensional 
de los densitogramas de HPTLC de las bandas de calibración de MET 
y REPA a 236 nm.

Especificidad: La especificidad es la capacidad de un método 
analítico para determinar de manera inequívoca al analito en presencia 
de matriz de la muestra. La especificidad del método para MET y REPA 
se demostró a partir de la exploración espectral, y los resultados de la 
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Muestra Correlación de los espectros de centro y pendiente
r (s, m) r (m, e)

MET 0.998 0.996
MET en formulación de 

comprimidos
0.996 0.998

REPA 0.999 0.997
REPA en formulación de 

comprimidos
0.997 0.996

Tabla 1: Resultados de correlación de pureza de pico de MET y REPA en la 
formulación a principio de pico, en medio y final, usando un detector PDA.
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correlación (r) de pureza de pico para MET y REPA en comprimidos 
indican que no hay picos que coeluyan con MET y REPA, así que no 
hay interferencias de cualquiera de los excipientes presentes en la 
formulación de los comprimidos (Figuras 4 y 5) (Tabla 1).

Exactitud: La exactitud de un método analítico es la cercanía de 
los resultados al valor verdadero. Se determinó mediante la aplicación 
del procedimiento analítico en los estudios de recuperación, donde se 
fortifican disoluciones de muestras pre-analizadas con una cantidad 
conocida de patrón. La recuperación, en porcentaje, obtenida variaba 
entre 99.23 y 101.76% y 97.85 y 100.78% para el MET y REPA 
respectivamente. Los valores de recuperación demostraron la exactitud 
del método en el intervalo deseado (Tabla 2).

Precisión: Los valores obtenidos de % RSD para la precisión 
interdía e intradía fueron de 0.14 a 0.50 y de 0.16 a 0.33, respectivamente 
para MET. Los valores de % de RSD para la precisión interdía e intradía 
fueron de 0.63 a 1.76 y de 0.89 a 1.96, respectivamente para REPA. En 
todos los casos, los valores de % de RSD eran de menos de 2%, lo que 
confirma la precisión del método. La repetibilidad del dispositivo se 
estudió mediante la aplicación y el análisis de una muestra de MET y 
REPA (1500 y 300 ng/banda) tres veces. La RSD fue de menos de 2%, 
lo que resultaba muy por debajo de las especificaciones instrumentales 
(Tabla 3).

Límites de detección (LOD) y límites de cuantificación (LOQ): 
Bajo las condiciones experimentales utilizadas, la menor cantidad de 
droga que podría ser detectada (LOD) de MET y REPA fue de 98 y 17 
ng/banda respectivamente. El límite de cuantificación (LOQ) de MET 
y REPA resultó ser de 296 y 51 ng/banda respectivamente. Los LOD 
y LOQ se calcularon utilizando la ecuación siguiente de la guía por la 
ICH. LOD=3.3×σ/S; LOQ=10×σ/S; Donde σ es la desviación estándar 
de los residuales y S es la pendiente de la curva de calibración (Tabla 3).

Robustez: La robustez se estudió mediante la introducción de 
pequeños cambios deliberados en las condiciones experimentales.

Robustez: Unos valores de % de RSD aceptables, obtenidos 
después de hacer pequeños cambios deliberados en el método de HPLC 

desarrollado indican que el método es robusto para la finalidad prevista 
(Tabla 4).

Aplicación del método 
Una formulación comercializada se analizó utilizando el método 

propuesto, obteniendo un porcentaje de recuperación para MET y 
REPA de 99.19 ± 0.64 y de 98.77 ± 0.78, respectivamente, para 
EUREPA MF (Tabla 5). Se observó una sola banda a Rf 0.34 ± 0.002 
y 0.60 ± 0.01 en el cromatograma para MET y REPA y no se observó 
ninguna interferencia de los excipientes presentes en la formulación de 
los comprimidos comercializados.

Conclusiones
Este método desarrollado y validado por el análisis simultáneo de 

MET y REPA en preparaciones farmacéuticas es muy rápido, exacto y 
preciso. El método se aplicó con éxito para la determinación de MET 
y REPA en formulaciones de comprimidos farmacéuticos. Por otra 
parte tiene la ventaja de un tiempo de ejecución corto y la posibilidad 
de análisis de un gran número de muestras. Ambas ventajas reducen 
significativamente el tiempo de análisis por muestra. Por lo tanto, este 
método puede ser utilizado convenientemente para el análisis de control 
de calidad de rutina de MET y REPA en formulaciones farmacéuticas.
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Tabla 5: Resultados del análisis de MET y REPA en la forma de dosificación de 
comprimido combinado.
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