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RESUMEN. Se estudiaron las condiciones cromatográficas, fase estacionaria, fase 
móvil y flujo de elución para la determinación cuantitativa de Ranitidina (1) en pre- 
sencia de sus precursores sintéticos, 1-metilamino-1-metiltio-2-nitroeteno (11) y 
2[[[(5(dimetilamino)-meti1)-2 furanill-metill-tiol-etanamina (111), mediante Cromato- 
grafía Líquida de Alta Resolución (HPLC). Las condiciones seleccionadas fueron: co- 
lumna Lichrosorb CN (5 pm, 125 x 4 mm), fase móvil: acetato de amonio 0,l M-aceto- 
nitrilo conteniendo trietilamina 1,7 mM (10:90), velocidad de flujo: 1,2 mL/min y lon- 
gitud de onda: 254 nm. La técnica cromatográfica fue lineal (r = 0,9998) para un in- 
tervalo de 0,05 a 0,25 mg/mL, precisa (reproducibilidad CV = 1,6% y repetibilidad 
0,6%), exacta y selectiva. 
SUMMARY. "New HPLC Techiiique for the Quantitative Determination of Raiiitidine". 
The chromatographic conditions such as stationary phase, mobile phase and flow rate were 
studied for the quantitative determination of Ranitidine (1) in presence of l-methylamine- 
1-methylthio-2-nitroethene (11) aiid 2[[[(5(dimethylamiiie)-methyl)-2-furaiiyl]methyl]- 
thiol-ethanamiiie 011) by High Performance Liquid Chromatography (HPLC).The selected 
conditions were: column Lichrosorb CN (5 pm, 125 4 inm), inobile phase: 0,l M ammoni- 
um acetate-acetonitrile with 1,7 inM íriethylamine (10:90), flow rate: 1,2 mL/miii, wave- 
length: 254 nm. This technique was linear (r = 0,9998) for a conceiitration raiige from 0.05 
to 0.25 mg/mL, precise (reproducibility CV = 1,6% arid repeatability CV = 0,6%), accurate 
aiid selective. 

INTRODUCCI~N 

La Ranitidina (11, N-[2f[[5-(dinietilainii~o)-1iietil-2-fi1ranill-rnetill-tiol-etill-N'-me- 
til-2-nitro-1,l-etenodianiina, e s  un farniaco q u e  s e  eiiiplea, e n  fornia d e  clorhidra- 
to,  e n  el tratamiento d e  úlceras gástricas y pepticas Es un ~intagonista del receptor 
H2 q u e  actúa inhibiendo la secreción inducida de histarnina y peritagastrina del ju- 
g o  gástrico l - l .  

PALABRAS CLAVE: Cromatografía Líquida de Alta Resolución, Ranitidina, Validación. 
KEY WORDS: High Performance Liquid Chromatography. Rariitidine, Validation. 
*Autor a quien debe dirigirse la correspoiideiicia. 
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Existen niirnerosos procediniientos de  síntesis de  este compuesto basados eii 
reacciones d e  condensación, alquilación o sustitución niicleofílica. Las reacciones 
de  sustitución nucleofílica, que son las más comunes, se  caracterizan por el des- 
plazamiento de  los grupos nietiltio o cloruro, en nitroenaininas sustituídas, por 
aminas primarias 3-4. Un ejemplo de ello es la sustitución del grupo metiltio pre- 
sente en  el 1-inetil amino-1-metiltio-2-nitroeteno (II) por la 2[[[(5(dimetilamino)- 
riieti1)-2 furanill-metill-tiol-etanamina (III) con desprendimiento del gas tóxico me- 
tantiol, CH3SH. Finalmente, sobre una disolución de 1 se  burbujea cloruro de  hi- 
drógeno y se  forma la sal deseada, clorhidrato. El contenido de  III debe ser 11ie- 
nor de  0,5% para evitar que se forme su clorhidrato, el cual impurifica a 1. 

Las técnicas d e  Cromatografía Líquida de  Alta Resolución (CLAR, HPLC) que  
s e  reportan para la determinación cuantitativa de  1 se  refieren fundamentalmente a 
procedimientos que s e  emplean en  nuestras de  naturaleza farmacéutica o biológi- 
ca 5-15. Estas técnicas analíticas no  permiten la determinación de  1 en presencia d e  
sus precursores sintéticos II y Iií, pues las señales o se  solapan entre sí o presen- 
tan una considerable asimetría, lo que impide la determinación cuantitativa de  1. 

En este trabajo se  estudian las condiciones experimentales que influyen en la 
separación cromatográfica de  1, II y 111, tales corno fase estacionaria, fase móvil y 
flujo de  elución, para establecer un método de  análisis con vistas a ser utilizado 
en estudios de  cinética de  la reacción para la obtención de 1, así como en el con- 
trol d e  calidad de  esta materia prinia. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Reactivos utilizados 

Los reactivos y solventes empleados fueron de  grado puro para análisis y 
HPLC respectivamente (Merck). 

Materiales de Referencia 

Compuesto 1. En forma de  base, se  obtuvo a partir del clorhidrato d e  ranitidi- 
na (IMEFA, Cuba), mediante extracción con cloroformo en medio acuoso (pH 
10,5). Es una sustancia muy viscosa, con color amarillo intenso y olor característi- 
co. Identificación: W (h,,, 228 nni y 320 nm), IR (v-1 3220; 1616; 1386; 1237; 
1015; 7591, Masa (m/z 315; 297; 269; 169; 137). Pureza: 87 +- 5%, determinada me- 
diante valoración potenciométrica d e  la muestra disuelta en etanol con una disolu- 
ción valorada d e  ácido clorhídrico 0 , l  N (Titulador automático Metroh~n 682 Dosi- 
mat 665). 

Compuesto 11. Esta sustancia (Empresa Farmacéutica "8 de  Marzo", Cuba) se 
recristalizó de  acetato de  etilo. Es un sólido arnarillo e inodoro, con punto d e  f ~ i -  

sión 110-112 'C. Identificación: W (hmá, 352 nm), IR (v-1 3 200; 1575: 1466; 1395; 
1344; 1241; 1047; 785; 754; 6631, Masa (m/z 148; 101; 84). 

Compuesto iii. Este procllicto (Empresa Farmacéutica "8 dc  blarzo", Cuba) es  
un aceite incoloro (d = 1,064 u'rnL), con olor característico. Icientificación: W 
(h,, 228 nni), IR  (v-1 3387; 2941; 2360; 1588; 1456; 1016; 79j), Masa (iiiiz 213; 
167; 137; 125; 110). Pureza: 100 +- 4%? determinada mediante valoración potencio- 
métrica d e  la muestra disuelta en etanol con una disolución valorada de  ácido 
clorhídrico 0 , l  N (Titulador autoiiiático Metrohni 682 Dosi~iia~ 665). 
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Equipos 
- Equipo de HPLC Merck - Hitachi, riiodelo LaChroni. Boniba modelo L-7100. 

Detector W tilodelo L-7400. Inyector con loop de 20 pL. Desgasificador nio- 
delo DG-2410. Conlputadora acoplada, niodelo LR 4G, con el programa 
Biochrom (CICiB, Cuba). 

- Equipo HPLC, con detector de arreglo de diodos, d no de lo L-3000 (Merck-Hi- 
tachi). Compiitadora acoplada, modelo LR 4G, con el programa C1irorri:ito- 
graphy Data Station Software (Hitachi, USA). 

Condiciones cromatográficas ensayartas 

Las condiciones experiiiientales ensayadas se muestran en la Tabla 1. En to- 
dos los casos, la longitud de onda de trabajo fue 254 nrii y la teniperatura 22 'C. 
Además, se estudió la influencia de la preparación de las disoluciones con la fase 
móvil 4 (1090 y 30:70) en los parárnetros cromatográficos para flujos de elución 
de 0,5 y 1 , O  niL/niin (condición experiniental F 9. 

En todos los casos se determinaron los parámetros croniatográficos, factor de 
resolución (R) y asimetría (S, calculada al 10% de la altura de la señal analítica), 
según expresiones planteadas por Quattrocchi 16. 

Fase móvil 
I Fase estacionaria 

Lichrosorb Lichrosorb 
RP-18, 5 wn, CN, 5 wn, 
250 x 4 m m  1 125 x 4 -  

1 Fosfato nionopotasico 0,02 M-acetonitrilo (90:10) l A i B 

2 Acetato de amoriio 0,l M- metanol 1 C a,b,c,d,e ~ 
3 Acetato de amonio 0,l M-acetonitrdo < 50:50) l 1 I 
4* Acelato de anionio 0.1 M-acetu~iitrdo cqii TEA 1.7 mM* E r .b F a.b 

1 

5' Acetato de amonio 0,1 hl-metano1 con TEA 1,7 mR.1 , (10:90)* 1 1 G 

Tabla 1. Condicio~ies experimentales ensayadas para la separación cromatográfica de los corn ues 
tos 1, ii y ni. TEA: trietdarnina; *pH ajuslxío 3 6.8 con 50 pL de bcido acetico conceiitrado; C 
e' a,b:c,d,e significan proporciones de fase nióvd 2, [15:85), (25:75), (603403, i63:37i y (65:35), respec- 
tivanie~ite; E a,b: a y b significan proporcioiies de fase móvil 4 ,  (50:50) y (60:40i, respectivamente; 
F a,b: a y b sigiiifican proporciones de fase nióvil 4 (50:50) y (10:90'), respectivamente. El flujo en A, 
B, D, E, F y G fue de 1 mL/min y en C de 0,7 mWrnin. 

Validucidn ak la ldcttica seleccionada 

Los paránietros de fiabilidad fueron determinados de acuerdo con las condi- 
ciones croiiiatográficas descritas en la Figura 2, pero con un fliijo de elución de 
1.2 ~iiVniin. 
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Figura 1. Cromatograrna de una disolución en Figura 2. Espectros obtenidos en la señal de 1 
fase móvil 50: 50 de 1, 11 y 111 obtenido con una (Ranitidina). 
columna CN (5 pm, 125 x 4 nm), fase móvil: 
acetato de amonio 0,l M- acetonitrilo con TEA 
1,7 mM (lo:!%), detección a 254 nm y flujo de 1 
mL/rnii~ (condición experimental F b). 

Linealidad 

De una disolución de 1, sustancia de referencia, se prepararon cinco disolu- 
ciones en un rango de 80-120% de una concentración teórica de 15 mg/mL. Esta 
curva se preparó y se midió, por triplicado, durante tres días por tres analistas di- 
ferentes y con estos resultados se determinaron los parámetros fundamentales de 
la recta de calibración. 

Precisión 

Para el estudio de la reproducibilidad se prepararon cinco disoluciones de 
0,15 mg/mL de 1 y se analizaron por duplicado durante tres días. Para determinar 
la repetibilidad, se prepararon tres disoluciones de 0,05, 0,15 y 0,25 mg/mL de 1 y 
se analizaron por duplicado durante el mismo día. 

Exactitud 

Para determinar este parámetro de la validación se realizaron dos series de 
análisis. En la primera serie se analizaron por duplicado cuatro concentraciones de 
1 (0,15 mg/rnL) preparadas independientemente (desde la pesada). En la segunda 
serie se analizaron por duplicado cuatro disoluciones independientes de 1 (0,15 
mg/~nL) contaminado con III (30%). 

Selectividad 

Se utilizaron los resultados experimentales obtenidos en el ensayo de exacti- 
tud y se determinaron los tierilpos de retención de 1 y III. Además, se analizó una 
disolución de 1 (0,15 mg/rnL) contaminada con 11 (1,0%) y se determinaron los 
tiempos de retención de cada uno de ellos, así como el factor de resolución (K) de 
estos dos picos cromatográficos. 

La ho~iiogeneidad del pico correspondiente a 1 (0,15 ~ng/mL) en presencia de 
11 (1,0%) y Iii (1,0%) se determinó con un detector de arreglo de diodos mediante 
la comparación de los espectros UV (200-350 nni) en todos los puntos de la seiial. 
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RESULTADOS 

Seleccl6n de las condlcioties cronzutograJiIc~~s 

Los valores de  tieiiipo de  retención y asiiiletría (t,, S) obtenidos con las con- 
diciones de  análisis A indican una pobre resolución entre 1 (10,17 min, 8) y II 
(9,34 ~ii in,  1) y una alta asimetría de III (3,09 min, 4). Cuando se utilizaron las 
condiciones experiiiieiitales B los picos de  1 (4,46 min, 5 )  y 11 (4,43 min, 3) tam- 
poco se  separan y se  observó también un valor elevado de asiiiietría para III (1,90 
mili, 8). 

Los valores de  t, y S, obtenidos con la condición experimental C, se  muestran 
en la Tabla 2. 

Tabla 2. Valores de t,, Alp,o y RI-lI de las senales de los compuestos 1, 11 y 111, obtenidos con la 
condiciori experimerital C. * Sennlpmcticu~~iente igual a la Iínea de base 

Analito 

I 

11 

111 

R~ 11 

Bajo las condiciones experiinentales D, los valores de  t, obtenidos (2,82 iiiin) 
fueron inguales para 1 y 11, mientras que 111 quedó retenido en la columna. Al 
añadir trietilamina (TEA, condición experimental Ea) aunientó la resolución entre 
los picos 1 (tr = 3,94 tnin) y 11 (t ,  = 3,17 inin). Al incrernentar el contenido d e  fase 
acuosa (condición experimental Eb) la resolución entre estos picos aumenta, 
mientras que la señal de  1 fue asimétrica (S = 5). 

En las condiciones experimentales Fa, los analitos estudiados eluyen con t ,  
iguales (1,68 min). Al disminuir la proporción de fase acuosa (condición experi- 
mental Fb) se logró la mejor separación cromatográfica (Figura 1). 

En la Tabla 3 se  presentan los resultados obtenidos en  el estudio d e  la in- 
fluencia d e  la preparación de  las disoluciones de  los analitos en los parámetros 
cromatográficos evaluados, R , . ,, y S (de 111). 

Los valores de  R , - ,, y S de  iiI obtenidos con la condición experiinental G 
fueron 1 y 2,5 para flujos de 0,5 y 1 inWmin, respectivamente. 

Validación la t&cnica seleccionada 

Los resultados del análisis de  regresión lineal realizado a los valores de  las 
áreas obtenidas con las tres curvas de calibración preparadas se  muestran en  la 
Tabla 4. 

Los resultados obtenidos en el estudio del parámetro precisión (expresado 
como repetibilidad y reproducibilidad interiiiedia) se iriuestran en la Tabla 5 .  

En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos en el estudio del paráme- 
tro exactitud. 

Condición experimental 
-- 

ce 

r 

10,83 

6,ob 
>20 m 

C a C 
-- 

S 

3,7 
- 

1,35 
* 

t r  

3,48 

3,48 

cb  c 

r 

7,08 

5,38 

1,4 

S 

1,4 

1,4 

t r  

3,62 

3,62 

r 

8,48 

5,79 

S 

4,0 

1,27 

0 

S 

2 

2 

S 

4,6 

1,l 
- 

0,s  0 0,9 
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Parámetro 

Recta de calibrado 1 

Condiciones de ensayo 

i50:50! 

Desviación típica del intercepto (Sa) I 

Parámetros 

Fase móvil ' 

Desviación típica de la pendiente (Sb) l 

R ~ - I I  Flujo (mil&) 

Tabla 3. Iiitlueiicia de la fase móvil, utilizada en la preparación de los aiialitos, y del 
tli~jo de elución en los valores K , I I  y S obtenidos con la condición experuiiental F~ 
* hcetrito de amoiiio 0,l M-acetonitriio coi1 TEA 1,7 rnM, utilizada para la preparación 
de las iiiiiestras. 

0,5 

Coeficiente de correlación ( r j  1 

S 

Coeficiente de deter~iiiriación (r2) I 

3,1 

Intervalo de coiifianza de a I 

3 

Intervalo de coiifiaiiza de b I 
Coeficiente de variación de la pendiente (CV,,) I 
Valor medio de los factores respuesta (0 l 
Desviación típica de los factores respuesta !Sf ,) l 
Coeficiente de variación de los factores respuesta (CVf ) 

Sensibilidad analítica (S) 

Valor 

Tabla 4. Valores de los parámetros que caracteriza11 la ecuación de regresión lineal 

Parámetro 

RepetIbUdad 
Reprodu- 

intermedia 

Valor medio de las áreas (Xn) 1 40,8 it 1,5 1 13.06 40,62 6839 

Desviación típica ( s i  1 0,6702 / 0.1783 0,714 0.393 
l 

Coeficiente de variaciói~ 1 1.6% 1 
Valor medio poiiderado (?(ni! 

I 

i l 40,6 it O , 5  

Desviaci6ii típica ponderada (Sin) 1 1 0,2498 
1 

exp I 
I 

Coeficierite de variación ponderado (CVnl) 1 
0,21 

0,6 

Tabla 5. Resultados del análisis estadístico realizado al estiidio de reproducibilidad ui- 
tem~edia y repetibiiidad. 
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Valor riieclio de  las áreas (Xn) 

Desviación típica (S) 

Varianza ( s2 i  

Parámetro 

Iiitervalo de  coiifiaiizzi cle Sni 

Valor 

Serie 1 

40,73 

0,7380 

O ,  jr60 

40,7 t 0,0 

Serie 2 
-- 

~ l , 2 L i  

Tabla 6. Resciltados del anilisis estadístico realizado a los resultados 
obteiiidos en el ensayo de  exactitud. 

Los t ,  de 1, 11 y 111 determinados en el estudio de selectividad fueron 2.23, 
1,21 y 6,48 tnin, respectivame~lte. El factor resolución (R , . ,,) de las señales de 1 y 
11 fue 1,6. En la Figura 2 se muesiran los espectros obtenidos en distintas zonas de 
la señal analítica de 1 registrados con u11 detector con arreglo de diodos. 

DISCUSIÓN 

Seleccidri de las coridicioties cronzatográficus 

Los coiiipuestos 1 11 III se disocian con la fase riióvil fospato nionopotásico 
0.02 M-acetonitrilo (90:10). de pH 5,0, debido a la presencia de grupos básicos e11 
sus estructuras quíiiiicas, especialmente 111, que posee dos grupos amino. Así, la 
concentración de la foriiia no disociada de 1 es mayor respecto a 111, por lo que la 
interacción de la forma 110 protonada con los grupos silanoles libres de la fase es- 
tacionaria es rnayor con 1. Esto se corresponde con los valores obtenidos de S pa- 
ra 1 y IiI (8 y 4, respectivaniente) con la condición experimental A. Sin e~iibargo, 
los valores de S de 1 y 111 obtenidos con la condición experimental B evidencian 
la existencia de iina interacción competitiva entre la fase móvil y la fase estaciona- 
ria por la forma no disociada de estas aminas. Esto se debe a que en la columna 
CN los griipos silanoles libres se encuentran más accesibles que en la coluriina 
RP-18, donde el inipedimento estérico es Iiiayor, de manera que prevalece la inte- 
racción de éstos con las fornias iio disociadas de los analitos, fundaiiieiltril~iiente 
con III, cuyo carácter básico es mayor que el de 1. 

La adición de trietilariiina a la 'fase nióvil (condición experimental Ea) auriien- 
ra la resolución de las seriales de 1 y Ii con t,  siriiilares (condición D), aderiiás de 
que la asimetría de la serial de III disminuye, pues se eli~i~ina la interacción de es- 
te conipuesto básico con los grupos silanoles libres de la fase estacionaria. Este 
efecto se hace más pronunciado con la condición F b ,  donde se eniplea un:i co- 
luiiii~a CN (Figura l). 

El valor de R , . ,, cuando se sustitiiye el acetonitrilo por ~i~etanol (coiidición 
de análisis G )  nc) siipera 31 va1c)r recoiiierid:icio por Iri literatura I í  para que eaa 
técnica pueda emplearse e11 la ciiaritificacióil de 1 en presencia de 11. Asimismo, el 
valor de S de la serial de 111 es Iiiayor (2,5) que ciirindo se eiiiplea acetonitrilo (2) .  

Validacidti 1Ze la téctiicu selecciotiuih 

Los distintos pará~netros que se estudia11 e11 el ensayo de linealidad permiten 
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afiriiiar que la técnica cromatográfica evaluada es lineal para un intervalo de  0,05 
a 0,25 iiig/mL, ya que el valor de t ,  calculado es niucho Iiiayor que el tabiilado 
(2,048, a = 0,05 y 28 grados de  libertacl). Además, los coeficientes tle variaci611 cie 
los factores respuesta (Cv,), de  variación de 13 pendiente y el intervalo de con- 
fianza del intercepto cumplen con los Ií~iiites de aceptación reportados. ' 5  

El valor del coeficierite de variación deteriiiinado en el ensayo de reproduci- 
bilidad (concentración 0,15 mg/mL) deniostró que la técnica es reproducible. Asi- 
riiisnio, se evidenció que el procediiiiiento es repetitivo, debido a que las variari- 
zas d e  las tres concentraciones no fueron significativamente diferentes Gexp < 
Gtab (0.05, 15, 3) (0,2758) y al coeficiente de  variación obtenido. 

Las varianzas y las medias de  los dos grupos coiiiparados e11 el estudio de  
exactitud, 1 (0,15 ~ng/mL) y 1 contaniinada con 111 (0,15 y 0,05 rng/~nL, respectivü- 
mente), no son significativamente diferentes pues los valores de F,,, y t,,,, obteni- 
dos experimentaliiiente son nienores que los valores tabulados (3,79 y 2,17, res- 
pectivarnente), para un nivel de  significación de 0,05 y 14 grados de libertad. De 
esta manera puede concluirse que la técnica de HPLC estudiada tanibién es exacta. 

Los espectros L'V registrados para cada purito del pico de  1 son siiililares, lo 
que demuestra que es honiogéneo y que la técnica es selectiva para 1. 

CONCLUSIONES 
- Las condiciones óptimas de  análisis para la obtención de  picos cromatográfi- 

cos de  1, II y 111, simétricos y resueltos son: colu~iina CN (5 (m, 125 x 4 111111), 
fase móvil: acetato de  ainonio 0,l  M-acetonitrilo con TEA 1,7 rnM (10:90). 
detección a 254 nrn, flujo de 1,2 mL/niin y muestras preparadas en fase riióvil 
(50:50). 

- La técnica de  HPLC desarrollada es válida para la deter~uinación cuantitativa 
de  1 en  presencia de  sus precursores sintéticos, LI y III. 
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