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RESUMEN. Se estudiaron las condiciones cromatograficas, fase estacionaria, fase
moévil y flujo de elucién para la determinaciéon cuantitativa de Ranitidina (I) en pre-
sencia de sus precursores sintéticos, 1-metilamino-1-metiltio-2-nitroeteno (II) y
2[[[(5(dimetilamino)-metil)-2 furanil]-metil]-tio]-etanamina (III), mediante Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Las condiciones seleccionadas fueron: co-
lumna Lichrosorb CN (5 pm, 125 x 4 mm), fase mévil: acetato de amonio 0,1 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 cromatografica 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 Technique for the Quantitative Determination of Ranitidine”.
The chromatographic conditions such as stationary phase, mobile phase and flow rate were
studied for the quantitative determination of Ranitidine (I} in presence of 1-methylamine-
1-methylthio-2-nitroethene (II) and 2[[[(5(dimethylamine)-methyl)-2-furanyl]methyl]-
thiol-ethanamine (III) by High Performance Liquid Chromatography (HPLC).The selected
conditions were: column Lichrosorb CN (5 pym, 125 4 mm), mobile phase: 0,1 M ammoni-
um acetate-acetonitrile with 1,7 mM triethylamine (10:90), tflow rate: 1,2 mL/min, wave-
length: 254 nm. This technique was linear (r = 0,9998) for a concentration range from 0.05
to 0.25 mg/mL, precise (reproducibility CV = 1,6% and repeatability CV = 0,6%), accurate
and selective.

INTRODUCCION

La Ranitidina (I), N-[2[[[5-(dimetilamino)-metil-2-furanil]-metil]-tiol-etil]-N’-me-
til-2-nitro-1,1-etenodiamina, es un firmaco que se emplea, en forma de clorhidra-
to, en el tratamiento de Glceras gastricas y pépticas. Es un antagonista del receptor
H, que act(a inhibiendo la secrecidn inducida de histamina y pentagastrina del ju-
go gastrico 12,
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Existen numerosos procedimientos de sintesis de este compuesto basados en
reacciones de condensacion, alquilacién o sustitucidon nucleofilica. Las reacciones
de sustitucion nucleofilica, que son las mas comunes, se caracterizan por el des-
plazamiento de los grupos metiltio o cloruro, en nitroenaminas sustituidas, por
aminas primarias 34. Un ejemplo de ello es la sustitucion del grupo metiltio pre-
sente en el 1-metil amino-1-metiltio-2-nitroeteno (D por la 2[[[(5(dimetilamino)-
meti)-2 furanill-metill-tiol-etanamina (I con desprendimiento del gas toxico me-
tantiol, CH;SH. Finalmente, sobre una disoluciéon de I se burbujea cloruro de hi-
drogeno y se forma la sal deseada, clorhidrato. El contenido de HI debe ser me-
nor de 0,5% para evitar que se forme su clorhidrato, el cual impurifica a L

Las técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR, HPLC) que
se reportan para la determinacion cuantitativa de I se refieren fundamentalmente a
procedimientos que se emplean en muestras de naturaleza farmacéutica o bioldgi-
ca >15, Estas técnicas analiticas no permiten la determinacién de I en presencia de
sus precursores sintéticos Il y I, pues las senales o se solapan entre si o presen-
tan una considerable asimetria, lo que impide la determinacién cuantitativa de L

En este trabajo se estudian las condiciones experimentales que influyen en la
separacion cromatografica de I, H y II, tales como fase estacionaria, fase movil y
flujo de elucién, para establecer un método de andlisis con vistas a ser utilizado
en estudios de cinética de la reaccion para la obtencion de I, asi como en el con-
trol de calidad de esta materia prima.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos utilizados

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

Materiales de Referencia

Compuesto I. En forma de base, se obtuvo a partir del clorhidrato de ranitidi-
na (IMEFA, Cuba), mediante extraccion con cloroformo en medio acuoso (pH
10,5). Es una sustancia muy viscosa, con color amarillo intenso y olor caracteristi-
co. Identificacion: UV (A, 228 nm y 320 nm), IR (v-! 3220; 1616; 1386; 1237,
1015; 759), Masa (m/z 315; 297; 269; 169; 137). Pureza: 87 + 5%, determinada me-
diante valoracion potenciométrica de la muestra disuelta en etanol con una disolu-
cién valorada de 4cido clorhidrico 0,1 N (Titulador automatico Metrohm 682 Dosi-
mat 665).

Compuesto II. Esta sustancia (Empresa Farmacéutica “8 de Marzo”, Cuba) se
recristalizé de acetato de etilo. Es un sélido amarillo e inodoro, con punto de fu-
sién 110-112 °C. Identificacion: UV (A 352 nm), IR (v-1 3 200; 1575; 1466; 1395;
1344; 1241; 1047; 985; 954; 663), Masa (m/z 148; 101; 84).

Compuesto II. Este producto (Empresa Farmacéutica “8 de Marzo”, Cuba) es
un aceite incoloro (d = 1,064 g/mL), con olor caracteristico. Identificacion: UV
(A 228 nm), IR (v-1 3387; 2941; 2360; 1588; 1456; 1016; 795), Masa (m/z 213;
169; 137; 125; 110). Pureza: 100 * 4%, determinada mediante valoracion potencio-
métrica de la muestra disuelta en etanol con una disolucién valorada de acido
clorhidrico 0,1 N (Titulador automdtico Metrohm 682 Dosimat 665).
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Equipos
—  Equipo de HPLC Merck - Hitachi, modelo LaChrom. Bomba modelo L-7100.
Detector UV modelo L-7400. Inyector con loop de 20 pL. Desgasificador mo-

delo DG-2410. Computadora acoplada, modelo LR 4G, con el programa
Biochrom (CIGB, Cuba).

—  Equipo HPLC, con detector de arreglo de diodos, modelo 1-3000 (Merck-Hi-
tachi). Computadora acoplada, modelo LR 4G, con el programa Chromato-
graphy Data Station Software (Hitachi, USA).

Condiciones cromatogrdficas ensayadas

Las condiciones experimentales ensayadas se muestran en la Tabla 1. En to-
dos los casos, la longitud de onda de trabajo fue 254 nm y la temperatura 22 °C.
Ademis, se estudi6 la influencia de la preparacion de las disoluciones con la fase
moévil 4 (10:90 y 30:70) en los pardmetros cromatogrificos para flujos de elucion
de 0,5 y 1,0 mL/min (condicién experimental F b).

En todos los casos se determinaron los parimetros cromatogrificos, factor de
resolucion (R) y asimetria (S, calculada al 10% de la altura de la sefal analitica),
segin expresiones planteadas por Quattrocchi 16,

Fase estacionaria
Fase movil Lichrosorb [ Lichrosorb
RP-18, 5 yun, CN, 5 jun,
250 x 4 mm 125 x 4 mm
1 Fosfato monopotasico 0,02 M-acetonitrilo (90:10) A B
2 Acetato de amonio 0,1 M- metanol Cab,cde
3 Acetato de amonio 0,1 M-acetonitrilo (50:50) D
4* Acetato de amonio 0,1 M-acetonitrilo con TEA 1,7 mM* Eab i‘ Fa.b
5* Acetato de amonio 0,1 M-metanol con TEA 1,7 mM , (10:90)* G

Tabla 1. Condiciones experimentales ensayadas para la separaciéon cromatografica de los compues-
tos I, I y HL TEA: trietilamina; * pH ajustado a 6,8 con 50 pL de 4cido acético concentrado; C * > ¢ d,
¢ a,b,c,d,e significan proporciones de fase movil 2, (15:85), (25:75), (60:40), (63:37) y (65:35), respec-
tivamente; E #P: a y b significan proporciones de fase movil 4, (50:50) y (60:40), respectivamente;
F #P. a y b significan proporciones de fase movil 4 (50:50) y (10:90), respectivamente. El flujo en A,
B, D, E, Fy G fue de 1 mL/min y en C de 0,7 mL/min.

Validacion de la técnica seleccionada

Los pardametros de fiabilidad fueron determinados de acuerdo con las condi-
ciones cromatograficas descritas en la Figura 2, pero con un flujo de elucion de
1,2 mL/min.
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Figura 1. Cromatograma de una disolucién en Figura 2. Espectros obtenidos en la senal de I

fase movil 50: 50 de I, Il y III obtenido con una (Ranitidina).
columna CN (5 pm, 125 x 4 mm), fase movil:

acetato de amonio 0,1 M- acetonitrilo con TEA

1,7 mM (10:90), deteccién a 254 nm vy flujo de 1

mL/min (condicién experimental F b).

Linealidad

De una disolucion de I, sustancia de referencia, se prepararon cinco disolu-
ciones en un rango de 80-120% de una concentracion teérica de 15 mg/mL. Esta
curva se preparé y se midio, por triplicado, durante tres dias por tres analistas di-
ferentes y con estos resultados se determinaron los parimetros fundamentales de
la recta de calibracién.

Precision

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

Exactitud

Para determinar este parimetro de la validacién se realizaron dos series de
andlisis. En la primera serie se analizaron por duplicado cuatro concentraciones de
I (0,15 mg/mL) preparadas independientemente (desde la pesada). En la segunda
serie se analizaron por duplicado cuatro disoluciones independientes de I (0,15
mg/mL) contaminado con I (30%).

Selectividad

Se utilizaron los resultados experimentales obtenidos en el ensayo de exacti-
tud y se determinaron los tiempos de retencion de Iy III. Ademds, se analizé una
disolucién de I (0,15 mg/mL) contaminada con I (1,0%) y se determinaron los
tiempos de retencion de cada uno de ellos, asi como el factor de resolucion (R) de
estos dos picos cromatograficos.

La homogeneidad del pico correspondiente a I (0,15 mg/mL) en presencia de
II (1,0%) y IO (1,0%) se determiné con un detector de arreglo de diodos mediante
la comparacion de los espectros UV (200-350 nm) en todos los puntos de la senal.
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RESULTADOS
Seleccion de las condiciones cromatogrdficas

Los valores de tiempo de retencién y asimetria (t,, S) obtenidos con las con-
diciones de anilisis A indican una pobre resolucion entre T (10,17 min, 8) y I
(9,34 min, 1) y una alta asimetria de HI (3,09 min, 4). Cuando se utilizaron las
condiciones experimentales B los picos de I (4,46 min, 5) y IT (4,43 min, 3) tam-
poco se separan y se observé también un valor elevado de asimetria para HI (1,90
min, 8).

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

Analito Condicion experimental
e cb ce cé ce
L S t, S L S t S t S
1 3,48 1,4 3,62 2 7,08 4,0 8,48 4,6 10,83 3,7
I 3,48 1,4 3,62 2 5,38 1,27 5,79 1,1 6,06 1,35
I - - - - - - N - >20 min «
R; g 0 0 0,8 09 1,4

Tabla 2. Valores de t,, A, v Ry de las senales de los compuestos I, II y II, obtenidos con la
condicion experimental C. * Sevial practicamente igual a la linea de base

Bajo las condiciones experimentales D, los valores de 1, obtenidos (2,82 min)
fueron inguales para I y II, mientras que I quedo6 retenido en la columna. Al
anadir trietilamina (TEA, condicién experimental E2) aument6 la resolucion entre
los picos I (t, = 3,94 min) y II (t, = 3,17 min). Al incrementar el contenido de fase
acuosa (condicién experimental EP) la resolucién entre estos picos aumenta,
mientras que la sefial de I fue asimétrica (S = 5).

En las condiciones experimentales F2, los analitos estudiados eluyen con t,
iguales (1,68 min). Al disminuir la proporcion de fase acuosa (condicion experi-
mental Fb) se logré 1a mejor separacion cromatografica (Figura 1.

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la in-
fluencia de la preparacion de las disoluciones de los analitos en los parametros
cromatograficos evaluados, R;_y S (de HID.

Los valores de R;_y y S de HI obtenidos con la condicién experimental G
fueron 1y 2,5 para flujos de 0,5 y 1 mL/min, respectivamente.

Validacion de la técnica seleccionada

Los resultados del anilisis de regresion lineal realizado a los valores de las
ireas obtenidas con las tres curvas de calibracion preparadas se muestran en la
Tabla 4.

Los resultados obtenidos en el estudio del pardmetro precision (expresado
como repetibilidad y reproducibilidad intermedia) se muestran en la Tabla 5.

En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos en el estudio del parame-
tro exactitud.
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Condiciones de ensayo Parametros
Fase movil * Flujo (m1l/min) R; S
(10:90) 1 3 5
30:70) 1 1,4 2
30:70) 0,5 1,6 4
(50:50) 1 1,6 2
(50:50) 0,5 3,1 3

Tabla 3. Influencia de la fase movil, utilizada en la preparacion de los analitos, y del
flujo de elucién en los valores R | v S obtenidos con la condicién experimental Fb.
" Acetato de amonio 0,1 M-acetonitrilo con TEA 1,7 mM, utilizada para la preparacion

de las muestras.

Parametro Valor
Recta de calibrado Y =-0,223 + 275,28 x
Desviacion tipica del intercepto (Sa) 0,2899
Desviacion tipica de la pendiente (Sb) 1,7482
Coeficiente de correlacion (1) 0,9998
Coeficiente de determinacion (r2) 99,96 %
Intervalo de confianza de a -0,2+06
Intervalo de confianza de b 275t 4

t, 158,09
Coeficiente de variacion de la pendiente vy 0,6 %
Valor medio de los factores respuesta (f) 270,37
Desviacion tipica de los factores respuesta (S ) 7,0757
Coeficiente de variacién de los factores respuesta (CV,)|  2,6%

Sensibilidad analitica (S)

370,0 1/ mg mL™!

Tabla 4. Valores de los parametros que caracterizan la ecuacion de regresion lineal.

Repetibilidad
Reprodu-
Parametro cibilidad Concentraciéon (mg/mL)
N intermedia

0,05 0,15 0,25
Valor medio de las areas (Xm) 40,8 £ 15 13,06 40,62 68,39
Desviacion tipica (S) 0,6702 04783 0,744 0,393
Coeficiente de variacion 1,6 %
Valor medio ponderado (Xm) 40,6 £ 0,5
Desviacion tipica ponderada (Sm) 0,2498
G exp 0,24
Coeficiente de variacién ponderado (CVm) 0,6

Tabla 5. Resultados del anilisis estadistico realizado al estudio de reproducibilidad in-

termedia y repetibilidad.
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Parametro Valor
Serie 1 Serie 2
Valor medio de las areas (Xm) 40,73 41,24
Desviacion tipica ($) 0,7389 0,6047
Varianza (%) 0,5460 0,3657
Intervalo de confianza de Xm 40,7 £ 0,6 41,2+ 0,5
Fexp 1.49
Lexp 1,51

Tabla 6. Resultados del analisis estadistico realizado a los resultados
obtenidos en el ensayo de exactitud.

Los t, de I, II y I determinados en el estudio de selectividad fueron 2,23,
1,21 y 6,48 min, respectivamente. El factor resolucién (R ;_,) de las sefiales de I y
I fue 1,6. En la Figura 2 se muestran los espectros obtenidos en distintas zonas de
la senal analitica de I registrados con un detector con arreglo de diodos.

DISCUSION
Seleccion de las condiciones cromatogrdficas

Los compuestos Iy II se disocian con la fase movil fosfato monopotasico
0,02 M-acetonitrilo (90:10), de pH 5,0, debido a la presencia de grupos bésicos en
sus estructuras quimicas, especialmente I, que posee dos grupos amino. Asi, la
concentracion de la forma no disociada de I es mayor respecto a I, por lo que la
interaccion de la forma no protonada con los grupos silanoles libres de la fase es-
tacionaria es mayor con I Esto se corresponde con los valores obtenidos de S pa-
raly II (8 y 4, respectivamente) con la condicién experimental A. Sin embargo,
los valores de S de I y I obtenidos con la condicién experimental B evidencian
la existencia de una interaccion competitiva entre la fase movil y la fase estaciona-
ria por la forma no disociada de estas aminas. Esto se debe a que en la columna
CN los grupos silanoles libres se encuentran mds accesibles que en la columna
RP-18, donde el impedimento estérico es mayor, de manera que prevalece la inte-
raccion de éstos con las formas no disociadas de los analitos, fundamentalmente
con I, cuyo cardcter bdsico es mayor que el de I.

La adicion de trietilamina a la fase movil (condicién experimental E#) aumen-
ta la resolucion de las senales de I'y I con t, similares (condicion D), ademas de
que la asimetria de la senal de II disminuye, pues se elimina la interaccion de es-
te compuesto basico con los grupos silanoles libres de la fase estacionaria. Este
efecto se hace mas pronunciado con la condicion Fb, donde se emplea una co-
lumna CN (Figura 1).

El valor de R _; cuando se sustituye el acetonitrilo por metanol (condicion
de andlisis G) no supera al valor recomendado por la literatura 15 para que estd
técnica pueda emplearse en la cuantificacion de I en presencia de 11, Asimismo, el
valor de S de la senal de [1I es mayor (2,5) que cuando se emplea acetonitrilo (2).

Validacion de la técnica seleccionada
Los distintos pardmetros que-se estudian en el ensayo de linealidad permiten
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afirmar que la técnica cromatogrifica evaluada es lineal para un intervalo de 0,05
a 0,25 mg/mL, ya que el valor de t, calculado es mucho mayor que el tabulado
(2,048, o = 0,05 y 28 grados de libertad). Ademas, los coeficientes de variacion de
los factores respuesta (Cv), de variacion de la pendiente y el intervalo de con-
fianza del intercepto cumplen con los limites de aceptacion reportados. 13

El valor del coeficiente de variacion determinado en el ensayo de reproduci-
bilidad (concentraciéon 0,15 mg/mL) demostré que la técnica es reproducible. Asi-
mismo, se evidencié que el procedimiento es repetitivo, debido a que las varian-
zas de las tres concentraciones no fueron significativamente diferentes Gexp <
Gtab (0.05, 15, 3) (0,2758) y al coeficiente de variacién obtenido.

Las varianzas y las medias de los dos grupos comparados en el estudio de
exactitud, I (0,15 mg/mL) y I contaminada con II (0,15 y 0,05 mg/mL, respectiva-
mente), no son significativamente diferentes pues los valores de F .y, v Uy, Obteni-
dos experimentalmente son menores que los valores tabulados (3,79 y 2,17, res-
pectivamente), para un nivel de significacion de 0,05 y 14 grados de libertad. De
esta manera puede concluirse que la técnica de HPLC estudiada también es exacta.

Los espectros UV registrados para cada punto del pico de I son similares, lo
que demuestra que es homogéneo y que la técnica es selectiva para I

CONCLUSIONES

- Las condiciones 6ptimas de andlisis para la obtencién de picos cromatografi-
cos de I, I y II, simétricos y resueltos son: columna CN (5 (m, 125 x 4 mm),
fase movil: acetato de amonio 0,1 M-acetonitrilo con TEA 1,7 mM (10:90),
deteccién a 254 nm, flujo de 1,2 mL/min y muestras preparadas en fase movil
(50:50).

- La técnica de HPLC desarrollada es valida para la determinacion cuantitativa
de I en presencia de sus precursores sintéticos, Iy IIL
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