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Stability Indicating Assay Method for the Estimation of Nateglinide
and Pioglitazone in Synthetic Mixture
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SUMMARY. A method has been developed and validated which comply with all those standards that are sim-
ple, rapid, sensitive reversed-phase RP-HPLC for the simultaneous estimation of nateglinide and pioglitazone,
at a selected wavelength of 210 nm. Chromatographic separation was performed ona waters Nova-Pak® C8G
column (Column Length: 150 mm x 3.9 mm i.d.; 4 gm; particle size), a manual rheodyne injector with 20-uL
fixed loop and the selected mobile phase which consisted of acetonitrile and potassium dihydrogen phosphate
in a ratio of (60:40) where the pH 3.5 was adjusted with the help of 10% ortho-phosphoric acid at a flow
rate of 1.5 mL/min (millileter/min). Several studies have been done to quantify nateglinide in single or mixed
dosage forms using a variety of techniques, including HPLC or HPTLC in bulk or pharmaceutical dosage
form. However, as no method for estimating nateglinide and pioglitazone in the combined dosage form had
been developed along with its degradation investigations, nateglinide and pioglitazone were for the first time
estimated in a bulk and synthetic mixture. The calibration curve throughout the concentration range of 50-250
pg/mL was linear (R*= 0.999) fornateglinide& pioglitazone.The limit of detection (LOD) were found to be 0.18
pg/mL & 0.22 pg/mL for both nateglinide and pioglitazoneand the limit of quantification (LOQ) value for both
the drug were found to be 0.57 ug/mL & 0.63 ug/mL, respectively.The excipients in the synthetic mixtures have
not been shown to interfere with anything. The suggested method has been validated for linearity, accuracy,
precision, and robustness in accordance with ICH (International Council for Harmonization) requirements
for estimation of Nateglinide& Pioglitazone in both bulk and in a synthetic mixture, and the outcomes were
observed to be acceptable. The degradation data shown that nateglinide is more vulnerable to alkali stress
than acid stress and no degradation was found for peroxide stress, whereas pioglitazone is solely susceptible
to acid stress and no degradation was found for alkali stress or peroxide stress. Thus, the developed method
could be successfully used for the estimation of nateglinide and pioglitazone in bulk and synthetic mixture.

RESUMEN . Se ha desarrollado y validado un método que cumple con todos aquellos estandares que son RP-HPLC
de fase reversa simple, rdpido y sensible para la estimacion simultdnea de nateglinida y pioglitazona, a una longitud
de onda seleccionada de 210 nm. La separacion cromatogréfica se realizé en una columna acuosa Nova-Pak® C8G
(longitud de la columna: 150 mm x 3,9 mm d.i.; 4 ym; tamafio de particula), un inyector manual de reodina con
un bucle fijo de 20 uL y la fase mévil seleccionada que consistia en acetonitrilo y dihidrégenofosfato de potasio en
una proporcion de (60:40) donde el pH 3.5 se ajusté con la ayuda de 4cido ortofosférico al 10% a un caudal de 1,5
ml/min (mililitros/minuto). Se han realizado varios estudios para cuantificar la nateglinida en formas farmacéuticas
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tnicas o mixtas utilizando una variedad de técnicas, incluidas HPLC o HPTLC en forma farmacéutica o a granel.
Sin embargo, como no se habia desarrollado ningtin método para estimar la nateglinida y la pioglitazona en la forma
farmacéutica combinada junto con sus investigaciones de degradacion, por primera vez se estimaron la nateglinida
y la pioglitazona en una mezcla sintética y a granel. La curva de calibracién en todo el rango de concentracién de
50-250 pg/mL fue lineal (R2= 0,999) para nateglinida y pioglitazona. Se encontr6 que el limite de deteccién (LOD)
fue de 0,18 pg/mL y 0,22 pg/mL tanto para nateglinida como para pioglitazona. Se encontré que el valor limite de
cuantificacién (LOQ) para ambos medicamentos era 0,57 pg/mLy 0,63 pg/mL, respectivamente. No se ha demostra-
do que los excipientes en las mezclas sintéticas interfieran con nada. El método sugerido ha sido validado en cuanto
a linealidad, exactitud, precisién y solidez de acuerdo con los requisitos del ICH (Consejo Internacional de Armo-
nizacion) para la estimacion de nateglinida y pioglitazona tanto a granel como en una mezcla sintética, y se observo
que los resultados eran aceptables. Los datos de degradacién mostraron que la nateglinida es mds vulnerable al estrés
alcalino que al estrés dcido y no se encontré degradacion para el estrés por peréxido, mientras que la pioglitazona es
tnicamente susceptible al estrés dcido y no se encontré degradacién para el estrés alcalino o el estrés por perdxido.
Por tanto, el método desarrollado podria utilizarse con éxito para la estimacion de nateglinida y pioglitazona a granel
y en mezcla sintética.
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