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RESUMEN

El clorhidrato de metformina es un derivado de la biguanida usado en la diabetes
mellitus no insulina dependiente, reduce la concentracién de glucosa sanguinea sin
incrementar la secrecion de insulina, se considera un agente antihiperglucemiante y
no un farmaco hipoglucemiante. El desarrollo tecnoldgico requiere de métodos
analiticos confiables que permitan la cuantificacion del farmaco en diferentes etapas
de la investigacion. El objetivo de este trabajo fue la validacion del método
analitico, reportado en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 31, 2008), por
espectrofotometria ultravioleta y la adaptacion del método analitico, reportado en la
misma farmacopea, para el analisis de los compuestos relacionados en la
determinacién del principio activo en el producto terminado, por cromatografia
liquida de alta resolucion, validados para el control de la calidad y estudio de
estabilidad de las tabletas de metformina 500 mg. A las técnicas validadas, por
métodos cromatograficos y espectrofotométricos se le determinaron los parametros
de desemperio, especificidad, linealidad, exactitud y precision. Las curvas de
calibracién para cada método, se realizaron en el intervalo de 60 al 140 %, donde
fueron lineales con coeficientes de correlacién igual a 0,9994 y 0,99903,
respectivamente; la prueba estadistica para el intercepto y la pendiente se
considerd no significativa. Se obtuvieron recobrados de 100,01 y 99,1 %,

http://scielo.sld.cu 1



Revista Cubana de Farmacia. 2009; 43(3)

respectivamente, en el intervalo de concentraciones estudiados y las pruebas de
Cochran” (G) y Student”s (t) resultaron no significativas. Los coeficientes de
variacion en los estudios de la repetibilidad fueron iguales a 1,4 y 0,8 %,
respectivamente, para las 6 réplicas ensayadas, mientras que en los analisis de la
precision intermedia las pruebas de Fischer y Student fueron no significativas. Los
resultados permiten concluir que ambos métodos cumplen con los requisitos
establecidos como aceptables para cada uno de los casos en el intervalo de
concentraciones establecido.

Palabras clave: Metformina, espectrofotometria, cromatografia liquida de alta
resolucion, validacion.

ABSTRACT

Metformin hydrochloride is a biguanide-derivative used in non-dependent insulin
diabetes mellitus reducing the blood glucose concentration without increases insulin
secretion, and it is considered a anti-hyperglycemia agent and not a hypoglycemia
one. Technological development requires of a reliable analytical methods allowing
drug quantification in different stages of research. The aim of present paper was
the analytical method validation, reported in USA Pharmacopeia (USP 31,2008) by
UV-spectrophotometry and the adaptation of abovementioned method reported in
the same pharmacopeia, for analysis of compound related in determination of
active principle in end product, by high-performance liquid chromatography
validated for quality control and study of Metformin (500-mg) tablets stability. In
validated techniques by chromatographic spectrophtometric methods we
determined performance parameter, specificity, linearity, accuracy, and precision.
Calibration curves for each method was performed in intervals of 60to 140%, where
they were linear with correlation coefficients equal to 0.9994 and 0.99903,
respectively. Statistical test for interceptor and slope was considered as non-
significant. We achieved recoveries of 100.01 and 99.1, respectively during interval
of study concentrations, and the Cochran (G) and Student's (t) tests were not
significant. Variation coefficients in studies of repetition were equal to 1.4 and 0.8,
respectively for the 6 assayed replica, whereas in average precision analysis,
Fischer and Student tests were not significant. Results allow concluding that both
methods fulfill the established requirements as acceptable for each of cases during
the concentration interval established.

Key words: Metformin, spectrophotometry, high-performance liquid
chromatography, validation.

INTRODUCCION

Las tabletas de metformina (fig. 1) se indican en el tratamiento de pacientes con
diabetes mellitus tipo 2, especialmente en los pacientes obesos, en quienes la
restriccion caldrica y la actividad fisica no son suficientes para controlar las
concentraciones de glucosa. En los pacientes con diabetes mellitus tipo 1
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(dependiente de insulina), puede desempeiniar la funcidon de coadyuvante, mejora
de este modo el control metabdlico.*™

NH NH
HQNJ.I\H'/U\FIQ"GHE , HCI

CHa

Fig. 1. Formula estructural de la metformina.

En la literatura aparecen reportados métodos espectrofotométricos,*> para la
cuantificacién del principio activo en las tabletas de metformina. Los métodos
espectrofotométricos resultan de gran utilidad para el control de la calidad,
mientras que los métodos cromatograficos son mas selectivos y especificos, para
los estudios de estabilidad del producto terminado y permite el monitoreo del
principio activo en el tiempo.®”’

El objetivo de este trabajo fue la validacion de 2 métodos analiticos para el control
de la calidad y el estudio de estabilidad de las tabletas de metformina 500 mg.
Ambos métodos pertenecen a la categoria I, y se evaluaron para cada uno los
parametros de desemperfio, especificidad, linealidad, rango, exactitud y precision

METODOS

La sustancia de referencia quimica de metformina fue suministrada por el grupo de
sustancias de referencia del Centro de Investigaciéon y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM, La Habana, Cuba), la cual fue analizada por el método cromatografico
establecido para realizar el control de la calidad de la materia prima, con una
pureza de 99,2 %. El producto terminado en forma de tabletas, fue elaborado en la
UCTB Tecnologias Basicas del CIDEM, identificado como el lote 6001, fabricado en
mayo del 2006, el cual cumplié con las especificaciones de calidad establecidas para
el control de la calidad de las tabletas.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado HPLC, procedentes de la Riedel-de
Haen.

Para el estudio se utilizé un cromatégrafo (KNAUER) con detector UV/VIS (KNAUER)
ajustado a 232 nm, un inyector con un rulo de 20 pL e integrador (SHIMADZU CR 8
A). La separacion se realiz6 isocraticamente con una columna Lichrosorb RP-8 (5
pm) (250 x 4 mm). La fase movil 6ptima consistié en una mezcla de solucion de
dihidrégeno ortofosfato de amonio al 1,7 % ajustado a pH 2,5 con acido
ortofosférico a un flujo de 1,5 mL/min.%’

En el caso de la espectrofotometria se utilizé un espectrofotometro SPECTRONIC
GENESYS 2, seleccionandose 233 nm como la longitud de onda idénea para el
trabajo por corresponderse con el maximo de absorcién y no existir interferencias
de los excipientes.
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Los estudios de especificidad se disefiaron de forma diferente para cada método; en
el método espectrofotométrico se estudiaron las posibles interferencias de las
sustancias auxiliares y en el cromatografico se sometieron muestras a condiciones
dréasticas de degradacién: hidrdlisis acida HCL 3 N, hidrolisis basica NaOH 3 N,
oxidacion H,0,, para evaluar las posibles interferencias de los productos de
degradacion.?®

La linealidad y la exactitud se estudiaron de forma simultanea para ambos
meétodos, para esto se prepararon muestras con diferentes concentraciones de
metformina, en el estudio de linealidad se trabajo en el intervalo de
concentraciones comprendido entre el 50 al 150 % (50, 80, 100, 120 y 150 %) de
la concentracion tedrica del principio activo, mientras que para el estudio de
exactitud se emplearon 3 valores de concentracion (80, 100 y 120 %); se
realizaron los analisis por triplicado. El procesamiento estadistico de los datos se
realizé por el programa Minitab 14.0, determinandose la ecuacion de la recta, el
coeficiente de correlacion, los coeficientes de variacion de los factores de respuesta,
ensayo de proporcionalidad. Mientras que para el estudio de exactitud, se realizé la
prueba de Cochran con vistas a comprobar si la variacion de la concentracion
producian diferencias significativas en los resultados y la prueba de de la t de
Student para determinar si existian diferencias significativas entre la recuperacion
media y el 100 %.2

En el caso del ensayo de precision se realizaron los estudios de repetibilidad y de
precisiéon intermedia, trabajando a partir de una muestra homogénea comun. Para
el caso de la repetibilidad se trabajo sobre la base de 6 determinaciones y el
estudio de precision intermedia haciendo las valoraciones por dos analistas, en 3
dias y a 3 concentraciones (80, 100, 120 %) diferentes. A los datos se le aplicaron
la prueba de la t de Student y la prueba de Fischer con el objetivo de determinar si
existian diferencias significativas entre las medias obtenidas y entre las precisiones
alcanzadas por los analistas respectivamente, para un limite de confianza de un 95
% de la media.?

RESULTADOS

Los valores de absorbancia determinados en el estudio de especificidad del método
por espectrofotometria UV, realizado a 233 nm, empleando el placebo, la sustancia
de referencia quimica, y las tabletas, fueron 0,001; 0,394 y 0,388,
respectivamente. Se demuestra que los excipientes no absorben a la longitud de
onda del maximo de absorcion del principio activo.

La figura 2 muestra los resultados del estudio de especificidad del método
cromatografico. Como se observa en el cromatograma correspondiente a la
muestra placebo (A), no se obtuvo ninguna sefial en la zona de interés, al ser
comparado con la sefial obtenida para la solucion estandar de referencia (B) y de la
muestra de metformina tabletas (C), lo cual indica que los excipientes no
interfieren en la determinacién del principio activo. En las muestras sometidas a
condiciones drasticas (D, E, F), se evidenci6 una ligera disminucién del pico
correspondiente a la metformina, y no se observa aparicion de picos secundarios,
atribuibles a productos de degradacion del principio activo.
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Fig. 2. Resultados del estudio de especificidad del método. A: c romatograma de la
muestra placebo; B: cromatograma de la solucién de referencia quimica;
C: cromatograma de la muestra de tabletas de metformina 500 mg; D: cromatograma
de la muestra degradada en hidrdlisis acida HCI 3 N; E: c romatograma de la
muestra degradada en hidrdlisis basica NaOH 3 N; F: cromatograma de la muestra
degradada por oxidacién H202
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En la tabla 1 se reportan los resultados de los estudios de la linealidad del sistema
para el método cromatografico y espectrofotométrico, el coeficiente de regresion
lineal fue de 0,9994 y 0,9990, respectivamente, y los coeficiente de variacion del
factor de respuesta resultaron iguales a 1,38 y 1,56 %.

Tabla 1. Resultados del estudio de linealidad

Pararmetros CLAR LI Lirnites
Ecuacidn de |a recta y=2,74%-0,37 | ¥Y=3,85%-0,01 v=hu + a3
Coeficiente de regresidn lineal 0,9994 0,9990 = 0,9990
DE relativa de la pendiente 1,97 1,42 = 2%
Cv del factor de respuesta 1,38 1,56 =5 %

En la tabla 2 aparecen reportados los resultados de los estudios de exactitud para
el método cromatografico y espectrofotométrico. Las recuperaciones medias fueron
de 100,01 y 99,10 %, respectivamente, y los valores de t calculada (0,247 y 2,13)
y de G calculada (0,628 y 0,652) fueron menores que los valores tabulados, para
un 95 % de confianza, t tabulada (2,306) y G tabulada (0,797).

Tabla 2. Resultados del estudio de exactitud

CLAR LI Lirmites
F media= 100,01 % F media= 99,10 % Q3,0-102,0 %
tcalc= 0,247 teale= 2,13 texp = ttab
ttab= 2,206 ttab= 2,206
Gralc= 0,628 Gralc= 0,652 Gexp = Gtah
Gtab=0,7679 Gtab=0,7679

Los resultados de los estudio de precision de los métodos desarrollados aparecen
reportados en las Tablas 3 y 4. En los estudios de repetibilidad realizados, para el
meétodo cromatografico y espectrofotométrico, las medias obtenidas fueron de 99,7
y 98,2 %, y los coeficientes de variaciéon fueron de 1,4 y 0,8 %, respectivamente,
mientras que los valores de F calculadas y los valores de t calculadas fueron
menores que los valores tabulados, para un 95 % de confianza, para cada uno de
los niveles estudiados.
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Tabla 3. Resultados del estudio de |a precisian intermedia del método analitico (CLAR)

analista 1 (%) analista 2 (93

Niveles | iz 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
20 % 79,86 80,89 80,23 80,15 80,53 79,23
80,56 80,15 79,72 80,56 79,99 80,05
100 % 100, 40 98,90 99,50 99,50 100,80 98,70
100,90 100, 20 100,40 08,40 099,90 100, 50
120 % 120,45 119,85 119,86 120,89 120,43 119,85
119,89 120, 56 120,27 120,05 120,06 120,37
analisis estadistico
. . Fcal tcal
Analista 1 (%) Analista 2 (%) (Ftab (s, a.om= 5,05) (ttabio, o= 2,23)
®= 80,24 H= 79,77
S0 % Cv=0,54 % Cv=0,75 % 2,09 1,43
»= 100,05 ®=99,63
100 % Cv=0,72 % Cv=0,96 % 1,76 0.85
®= 120,15 ®=120,28
120 % Ch=0,27 % Cv=0,31 % 1,34 0.87
Tabla 4. Resultados del estudio de la precision intermedia del método analitico (UY)
. Analista 1 (%) Analista 2 (%)
MNiveles - . " . - .
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
20 % 79,86 73,85 20,16 B80,52 20,16 73,86
20,45 70,42 79,84 B0,46 20,45 20,45
100 % 100, k6 99,42 99,45 09,89 100,03 99,74
100,23 099,85 100, 56 09,52 09,57 100,56
120 % 119,85 119,43 120,46 120,12 120,08 119,87
120,23 119,96 120,87 119,79 120,28 120,42
Analisis estadistico
- - Feal tcal
Analista 1 (%) Analista 2 (%) (Ftab (s: o= 5, 05) (tesbits 0.05= 2,23)
®= 78,93 W= 79,77
80 % Cv=10,43 % CY=10,55 % 3,23 1,48
%= 100,01 ®= 00,08
100 % Cy¥= 0,52 % Cy= 0,24 % 3,03 0,10
®= 120,10 ¥= 120,09
120 % Cv=0,40 % CY=10,21 % 3,80 0.87
DISCUSION

Los valores obtenidos en el estudio de especificidad del método espectrofotométrico
demostraron que las sustancias auxiliares a la longitud de onda correspondiente al
maximo de absorcion del principio activo no interfieren, ya que los valores de
absorbancia del placebo corresponden al 1 % en relaciéon con los valores de
metformina en las muestras, por tanto, es adecuado para el control de la calidad
del producto terminado.*®

No se observé interferencias de los productos de degradacion en la determinacién
del principio activo. Se aprecié una ligera disminuciéon del pico de la metformina, en
los medios de degradacion utilizados, sin aparicion de picos secundarios. No se
evidencié interferencia de los excipientes utilizados en la formulacion (celulosa
microcristalina 101, glicolato sédico de almidon, polivinilpirrolidona K-90, dioxido de
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silicio coloidal, estearato de magnesio), en el intervalo de elucién del principio
activo, lo que demuestra la especificidad del método cromatografico tanto para el
control de la calidad, como para realizar el estudio de estabilidad de las tabletas.®®

Los resultados del estudio de linealidad (tabla 1) probaron que los métodos
cumplen con los parametros establecidos, el coeficiente de correlacién de la recta
de regresion es mayor que 0,999 para ambos métodos; los factores respuestas son
semejantes entre si, similares al valor de la pendiente de la recta de regresioén y el
coeficiente de variacion de estos menores que 5 %. Al aplicarse la prueba de
proporcionalidad este resultd no significativo (Sgre < 2,0 %) y el intervalo de
confianza del intercepto incluye el valor cero en cada método.

El estudio de la exactitud (tabla 2) demostré que los métodos cumplen con los
requisitos establecidos para este estudio. Los valores de recuperacion media se
encuentran dentro de los limites establecidos (98-102 %), con un coeficiente de
variacion adecuado. El valor de t experimental fue menor que el tabulado para un
95 % de confianza y g.l.: 8, lo que sefiala que el método es exacto, con una certeza
del 95 %, para la cuantificacion del principio activo y que no existieron desviaciones
por exceso o por defecto. Tampoco el factor concentraciéon influyé en la variabilidad
de los resultados pues los valores de Gexp fueron menores que el tabulado para
una probabilidad de 0,05, k= 3y n= 3.2

Los ensayos de precision (tablas 3 y 4) indicaron que no existian diferencias
significativas entre las precisiones alcanzadas por ambos analistas, en dias
diferentes, ni en las medias obtenidas por ellos. Los valores que se obtienen en el
estudio de precision intermedia, de las pruebas de Fischer y de la t de Student,
para el estudio de la precision intermedia demuestran que no existen diferencias
significativas entre las precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias
para una probabilidad de 0,05, ya que el valor de F calculada es menor que la F
tabulada. Al realizar la prueba de la t de Student el valor calculado resulté menor
que el tabulado, para una probabilidad de 0,05, lo cual demostré que no existian
diferencias significativas entre las medias alcanzadas, con un nivel de significacion
deun 5 %.®

Los métodos analiticos validados por espectrofotometria UV y cromatografia liquida
de alta resolucion, para el control de la calidad y estudio de estabilidad de las
tabletas de metformina 500 mg, resultaron lineales, precisos, exactos y especificos.

El método por espectrofometria ultravioleta puede emplearse en el control de
calidad del producto terminado al igual que el método cromatografico; resultd de
eleccion por su sencillez y rapidez el espectrofotométrico y el método por
cromatografia liquida de alta resolucion para el estudio de estabilidad del producto
por su elevada especificidad.
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