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Resumen

En la Farmacopea de los Estados Unidos (usp) se orienta como valorar el clorhidrato 
de ranitidina en una solución inyectable, pero cuando se intentó reproducir esta 
monografía, la ranitidina no se adsorbió a una columna similar a la recomendada. 
Este trabajo tiene como objetivo validar un método alternativo para la cuantificación 
de clorhidrato de ranitidina en una solución inyectable. Se empleó como método 
alternativo el descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos para la cuantificación 
del clorhidrato de ranitidina (la sustancia activa), con modificaciones. La validación 
del método se realizó siguiendo las indicaciones de la Guía Q2(R1) de la Conferencia 
Internacional sobre la Armonización. Además, se determinó la incertidumbre del 
método. Los coeficientes de variación obtenidos para la precisión intermedia fueron 
inferiores a 1,0%; en la exactitud el recobrado fue de 100,30% y en la linealidad se 
demostró la ausencia de curvatura en el intervalo 80% a 120%. La incertidumbre 
expandida calculada fue inferior al 2% de la concentración presente en las muestras. 
Todos los parámetros de validación evaluados se encontraron dentro de los límites 
de aceptación establecidos, por lo que se concluye que el método es adecuado para 
los fines propuestos.

Palabras clave: clorhidrato de ranitidina, cromatografía líquida de alta resolución 
(clar), validación, incertidumbre. 
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Summary

Ranitidine hydrochloride assay by high resolution liquid 
chromatography in an injectable solution

The United States Pharmacopeia instructs for the determination of ranitidine hydro-
chloride in an injectable solution but when we tried to reproduce this monograph, 
the ranitidine was not adsorbed in a similar column as the recommended. The aim 
of the present work was to validate an alternate method for the determination of 
ranitidine hydrochloride in an injectable solution. The alternate method was the 
one described in the United States Pharmacopeia for the determination of raniti-
dine hydrochloride (active pharmaceutical ingredient), with modifications. The 
method was validated as per Q2(R1) Guideline, of the International Conference 
on Harmonization. Method’s uncertainty was also determined. The coefficient of 
variation obtained for intermediate precision was less than 1.0%; in the accuracy, the 
recovery was 100.30% and the linearity showed absence of curvature in the range of 
80 to 120%. The expanded uncertainty calculated was less than 2% of the amounts 
in the samples. All validation parameters evaluated were within acceptation limits 
established, therefore it is concluded that the method is suitable for the intended 
purposes.

Key words: ranitidine hydrochloride, high performance liquid chromatography 
(hplc), validation, uncertainty.

Introducción

El clorhidrato de ranitidina es un antagonista de los receptores H2 de histamina, por lo 
que es utilizado como inhibidor de la secreción gástrica, así como para el tratamiento 
de las ulceraciones gástricas y duodenales [1]. En la Farmacopea de los Estados Unidos 
(usp, por sus siglas en inglés) existe una monografía que orienta la manera de valorar 
esta sustancia en una solución inyectable por cromatografía líquida de alta resolución 
(clar) y donde se indica el uso de una columna de 4,6 mm × 20 - 30 cm, rellena con 
material L1 (C18) [2]. Se intentó reproducir esta monografía utilizando una columna 
Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 mm × 15 cm, 5 µm de tamaño de partícula), pero la rani-
tidina no se adsorbió a la columna y cuando se disminuyó la fuerza de la fase móvil, los 
picos obtenidos fueron anchos y con hombros (véase figura 1). 
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Figura 1. Resultados cromatográficos obtenidos al emplear el método descrito en la Farmacopea de 
los Estados Unidos para valorar el clorhidrato de ranitidina en una solución inyectable. Fase móvil: 
mezcla de metanol y acetato de amonio acuoso 0,1 M en la proporción 85:15 (A). Sustancia química 
de referencia de clorhidrato de ranitidina en fase móvil cuya proporción de metanol y acetato de 
amonio fue de 85:15 (B). Sustancia química de referencia de clorhidrato de ranitidina en fase móvil 
cuya proporción de metanol y acetato de amonio fue de 50:50 (C).
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Esta investigación tiene como objetivo validar un método alternativo para la cuantifi-
cación de clorhidrato de ranitidina en una solución inyectable, con el propósito de ser 
utilizado para el control de calidad de esta solución. 

Metodología

Químicos y reactivos 

Como sustancias químicas de referencia primaria y secundaria de clorhidrato de raniti-
dina se utilizaron: sustancia de referencia usp (lote H1G103) y sustancia de referencia 
del Laboratorio Andifar (lote A015), respectivamente. Las soluciones inyectables de 
clorhidrato de ranitidina y su placebo, se elaboraron en el Laboratorio Andifar. Los 
reactivos: ácido fosfórico, hidróxido de sodio y acetonitrilo (grado clar), se adquirie-
ron de Merck (Honduras). 

Instrumentación clar y condiciones

En el ensayo se empleó un sistema cromatográfico (Perkin Elmer, series 200) con detec-
tor UV-Visible ajustado a 230 nm y una columna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 × 150 
mm, 5 m de tamaño de partícula), la velocidad de flujo fue de 1,5 mL/min y la tem-
peratura de 35 °C. 

Se preparó una solución amortiguadora de fosfato, pH 7,1 (en matraz volumétrico de 
2,0 L se añadieron 1.900 mL de agua, 6,8 mL de ácido fosfórico concentrado y 8,6 
mL de hidróxido de sodio 50% (m/V); se comprobó que el pH fuera 7,1 ± 0,1 y se 
llevó a marca de aforo con agua destilada. Se preparó la solución A donde se mezcló 
la solución amortiguadora de fosfato y acetonitrilo en la proporción 98:2. Se preparó 
la solución B donde se mezcló la solución amortiguadora de fosfato y acetonitrilo en 
la proporción 78:22. Como fase móvil se utilizaron mezclas variables de solución A y 
solución B, tal y como se indica en la tabla 1. Tanto la sustancia química de referencia 
como la muestra se prepararon a una concentración de 72 g/mL de clorhidrato de 
ranitidina, en solución A. 

Tabla 1. Programación del sistema cromatográfico. 

Tiempo (minutos) Solución A (%) Solución B (%) Elución

0-10 100→0 0→100 Gradiente lineal

10-15 0 100 Isocrática

15-16 0→100 100→0 Gradiente lineal

16-20 100 0 Reequilibrio



90

E. Benítez Hechavarría, M. Núñez Cuadra, G. Colindres Galindo, K. Moncada Mendoza

Validación del método 

La validación se realizó siguiendo las indicaciones de la Guía Q2(R1) de la Conferencia 
Internacional sobre la Armonización (ich, por sus siglas en inglés) [3]. De acuerdo con 
esta guía, el método clasifica como ensayo cuantitativo de una sustancia activa en un 
producto terminado al cual se le deben evaluar los siguientes parámetros de validación: 
especificidad, precisión (repetibilidad y precisión intermedia), exactitud, linealidad y 
rango. 

•	 Preparación de las muestras. Se prepararon muestras adicionadas al 80%, 90%, 
100%, 110% y 120% de la cantidad declarada de clorhidrato de ranitidina en la 
solución inyectable: 30 mg/mL. Para evaluar los diferentes parámetros, a estas 
muestras se les realizaron diluciones hasta obtener la concentración del ensayo: 
72 g/mL.

•	 Especificidad. Se analizó el placebo y el placebo sometido a condiciones de estrés: 
hidrólisis básica (NaOH 0,1 N), hidrólisis ácida (HCl 0,1 N) y oxidación (H2O2 
3%); la relación placebo y solución de estrés fue de (1:1), todas se sometieron a 
100 °C durante 15 minutos, con reflujo. También se analizó la sustancia química 
de referencia secundaria sometida a hidrólisis ácida, básica y oxidación (se disol-
vieron 144 mg de clorhidrato de ranitidina en 100 mL de HCl 0,1 N, NaOH 0,1 
N y H2O2 3%, respectivamente; estas soluciones se sometieron a 100 °C durante 
15 minutos, con reflujo y luego se les realizó una dilución de 1 mL en 20 mL con 
la solución A indicada en el apartado Instrumentación clar y condiciones). Cri-
terio de aceptación (ca): la señal, en los cromatogramas del placebo y placebos 
sometidos a estrés, en la zona correspondiente al clorhidrato de ranitidina, debió 
ser menor a 0,5% de la señal de la sustancia química de referencia [3].

•	 Precisión (repetibilidad y precisión intermedia). Para la repetibilidad se realizó 
seis veces el método completo a una misma muestra, preparada al 100% de la can-
tidad declarada de clorhidrato de ranitidina [3]. Se determinó el intervalo de con-

fianza IC Promedio t s
nn= ± ∗





−1 ,  donde tn p n− = − =( ) =( )1 0 05 1 5 2 571, , ,   y el coeficiente de 

variación (cv) [3, 4]. Para la precisión intermedia se analizaron las muestras al 
80%, 100% y 120% de la cantidad declarada de clorhidrato de ranitidina: 30 mg/
mL. Las muestras se analizaron por triplicado, por cuatro analistas, en dos siste-
mas cromatográficos diferentes y en cuatro días distintos [3]. Se realizó un análi-
sis de varianza de un factor (factor día) para las tres concentraciones. Se calculó el 
coeficiente de variación esperado (cvesp) utilizando la ecuación de Horwitz [5]. 
Se determinaron los intervalos de confianza (ic) y los coeficientes de variación 
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(cv) [3, 4]. El CA para la repetibilidad fue que el CV debió ser inferior a 2,74% 
(intervalo de aceptación 95%-105% y dos réplicas) [6]. El ca para la precisión 
intermedia fue que el cv obtenido para cada una de las concentraciones debió 
encontrarse por debajo o en el intervalo de 0,2 a 1 veces el cvesp [7].

•	 Exactitud. Para la exactitud se analizaron las muestras al 80%, 100% y 120% de 
cantidad declarada de clorhidrato de ranitidina (tres réplicas por concentración, 
un día, un analista) [3]. Se determinó el recobrado y el intervalo de confianza del 
recobrado. Como ca se utilizó que la recuperación debió encontrarse entre 97% 
y 103% [6].

•	 Linealidad. Para la linealidad se analizaron cinco concentraciones (cada una por 
triplicado) obtenidas a partir de una solución madre de la sustancia química de 
referencia [3]. Las concentraciones inyectadas fueron 80%, 90%, 100%, 110% y 
120%, donde el 100% correspondió a 72 g/mL de clorhidrato de ranitidina de 
la sustancia química de referencia. Se determinaron: la ecuación de la recta y el 
coeficiente de determinación [3]. Para comprobar la bondad de ajuste al modelo 
lineal se graficaron los residuales y, además, se comparó la varianza de la falta de 
ajuste contra la varianza del error experimental puro a través de un análisis de 
varianza; previamente se demostró homogeneidad de varianzas por Cochran (ca: 
los residuales debieron de encontrarse normalmente distribuidos, con ausencia 
de curvatura y de datos aberrantes; en el análisis de varianza el F calculado debió 
ser menor que el F tabulado, 3,71) [7]. La dispersión de los datos alrededor de 
la línea de regresión se determinó a través de desviación estándar relativa de la 
pendiente, Sbrel(%) (ca: el valor de Sbrel(%) debió ser menor que 5,0%) [7]. Por 
último, para determinar si el intercepto era significativamente distinto de cero, 
se realizó la prueba t de Student (criterio de aceptación: el t calculado debió ser 
menor que el tabulado, 3,18) [4, 7].

•	 Rango. El rango se estableció desde un 80% hasta un 120% de la concentración 
del ensayo: 72 g/mL que corresponde al intervalo de concentración en la mues-
tra de (24-36) mg/mL [3]. Todos los datos obtenidos se procesaron en el pro-
grama Microsoft Excel del paquete de programas Office y en el programa SPSS 
15.0 para Windows [8].

Determinación de la incertidumbre del método

Se utilizaron los datos de la validación para el cálculo de la incertidumbre del método. 
Se combinó la incertidumbre asociada al recobrado (exactitud) y a la precisión inter-
media [9-11]. Para obtener la incertidumbre asociada al recobrado, se utilizaron los 
datos obtenidos con las muestras del estudio de la precisión intermedia (se determinó 
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el recobrado, la desviación estándar y la incertidumbre asociada a la preparación de 
estas muestras) [10, 11]. La incertidumbre asociada a la precisión intermedia fue la des-
viación estándar obtenida cuando se analizaron las muestras por los diferentes analistas 
y en los distintos días [9, 10].

Resultados y discusión

•	 Especificidad. Los resultados del estudio de la especificidad se muestran en la 
figura 2. Se observó una pequeña señal en la zona correspondiente al clorhidrato 
de ranitidina, tanto en el cromatograma del placebo (B), como en los cromato-
gramas del placebo sometido a estrés (C, D, E); sin embargo, en todos los casos, 
esta señal fue inferior a 0,2% de la señal de la sustancia química de referencia. 
Cuando se realizó la hidrólisis ácida de la sustancia química de referencia (F) no 
existió degradación; en cambio, la hidrólisis básica de esta sustancia de referencia 
provocó la degradación casi total del clorhidrato de ranitidina con la aparición 
de un pico con tiempo de retención (tr) de 7,43 (G). La oxidación con peróxido 
de hidrógeno de la sustancia química de referencia también condujo a una degra-
dación total del clorhidrato de ranitidina con la aparición de varios picos, de los 
cuales el mayoritario no fue retenido por la columna (H). 

	 Como se evidencia en los resultados obtenidos, los componentes del placebo no 
interfieren en la determinación de clorhidrato de ranitidina. Respecto a la sustan-
cia química de referencia, ella permanece estable a pH ácido, pero muestra una 
degradación severa a pH alcalino. Del mismo modo, un medio oxidante también 
provoca una descomposición drástica del clorhidrato de ranitidina. El hecho de 
que no aparezcan picos en la zona correspondiente al clorhidrato de ranitidina, 
en las degradaciones a pH alcalino y en medio oxidante, es un indicador que los 
productos de estas degradaciones no interfieren en su análisis.

•	 Precisión. En el estudio de la repetibilidad del método se obtuvo: desviación están-
dar = 0,58%, cv = 0,59% y un intervalo de confianza de ± 0,61%. Los resultados 
obtenidos por cada analista, en el estudio de la precisión intermedia, se muestran 
en las tablas 2 y 3, y los resultados del análisis de varianza se muestran en la tabla 4. 

	 La repetibilidad del método cumple con el límite establecido, el cv fue inferior 
a 2,74%, que es el límite cuando se realizan dos réplicas y el intervalo de acepta-
ción es de 95% a 105% de la cantidad declarada [6]; este es el intervalo estable-
cido por control de calidad para la liberación de los lotes. La Guía ich Q2(R1) 
establece cómo debe ser evaluada la repetibilidad del método; sin embargo, res-
pecto a la precisión intermedia, no establece una pauta concreta. En el caso de 
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Figura 2. Resultados del estudio de especificidad del método. Sustancia química de referencia de 
clorhidrato de ranitidina (A). Placebo (B). Hidrólisis básica del placebo (C). 
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Figura 2. Resultados del estudio de especificidad del método (continuación). Hidrólisis ácida del 
placebo (D). Oxidación del placebo (E). Hidrólisis ácida de la sustancia química de referencia (F). 
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Figura 2. Resultados del estudio de especificidad del método (continuación). Hidrólisis básica de la 
sustancia química de referencia (G). Oxidación de la sustancia química de referencia (H).

la precisión intermedia, muchos autores prefieren determinar el coeficiente de 
variación global, es decir, considerando cada resultado de manera independiente 
[12, 13]. Otros autores prefieren separar la contribución de uno o más factores a 
la varianza global de la precisión intermedia [14-16]. En la tabla 3 se observa que 
para las tres concentraciones se cumple con el límite establecido; es decir, los cv 
de la precisión intermedia (0,5%, 0,8% y 0,6%) se encontraron en o por debajo 
del intervalo de 0,7% a 3,4%. En el análisis de varianza (tabla 4), para las tres con-
centraciones, el F calculado fue inferior al crítico, por lo que los promedios obte-
nidos en los diferentes días no difieren estadísticamente y la variabilidad total es 
explicada por la variabilidad dentro de los grupos, es decir, por la variabilidad de 
la repetibilidad.
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•	 Exactitud. En cuanto a la exactitud, la Guía de la ich para la validación de méto-
dos analíticos [3], especifica que esta debe reportarse como el porciento de reco-
brado (valor obtenido: 100,30%) en conjunto con los intervalos de confianza 
(valores obtenidos: X ± 0 37, % ). La recuperación obtenida se encuentra dentro 
de los valores aceptables para los formulados farmacéuticos (97%-103%) [6]. 

Tabla 3. Resultados del estudio de la precisión intermedia, datos procesados. 

Nivel 
Promedio 
por nivel, 

XG (%)
SPI

*1(%) cvPI 
*2(%) cvesp

*3
Límites (0,2 
a 1 veces el 

cvesp)

Cumplimiento 
de los límites

80% 80,874 0,377 0,467

3,390 0,678-3,390

Sí 

100% 100,308 0,768 0,765 Sí 

120% 120,983 0,784 0,648 Sí 

*1 SPI: Desviación estándar de la precisión intermedia: obtenida de las variaciones entre los promedios por analistas. 
*2 cvPI: Coeficiente de variación de la precisión intermedia. CV S

X
PI

G

= ∗100

*3cvesp: Coeficiente de variación esperado: Horwitz CVesp
C( ) = −( )2 1 0 5, log , con la concentración expresada en fracción de masa. 

Clorhidrato de ranitidina en el producto: 3,0% (m/V) por lo que C = 0,030.

Tabla 4. Análisis de varianza de un factor en el estudio de la precisión intermedia.

Nivel Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad

Cuadrado 
medio

F 
(F crítico = 

4,066)

80

Entre grupos 1,283 3 0,428

0,394Dentro de grupos 8,680 8 1,085

Total 9,963 11  

100

Entre grupos 5,303 3 1,768

1,326Dentro de grupos 10,667 8 1,333

Total 15,969 11  

120

Entre grupos 5,537 3 1,846

1,626Dentro de grupos 9,080 8 1,135

Total 14,617 11  
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•	 Linealidad. Los resultados de la linealidad se muestran en la tabla 5. El gráfico 
de los residuales indica que los mismos se distribuyeron normalmente, sin datos 
aberrantes o tendencias hacia un mismo signo de los datos cercanos; también 
demuestra que la varianza es constante en todo el intervalo de X, lo cual fue con-
firmado con la prueba de Cochran. Al ser la varianza independiente de la con-
centración, no hubo necesidad de realizar una regresión ponderada. En el análisis 
de varianza, el valor de F calculado fue menor que el tabulado, pues lo anterior 
indica que la varianza de falta de ajuste no es estadísticamente mayor que la del 
error puro; esto quiere decir que no existe un error debido a la falta de ajuste que 
no pueda ser atribuido al error propiamente aleatorio, por lo que el modelo lineal 
se ajusta a los datos experimentales. Una vez demostrada la ausencia de curvatura, 
se evalúa la dispersión de los datos alrededor de la curva de calibración a través 
de la Sbrel(%), la cual es inferior al límite recomendado de 5% [7]. Finalmente, 
se demuestra que el intercepto no fue distinto de cero utilizando la prueba t de 
Student.

Tabla 5. Resultados del estudio de la linealidad.

Concentración Respuesta 1 Respuesta 2 Respuesta 3 Promedio

80,000 2353972,220 2353835,000 2395737,090 2367848,103

90,000 2713057,430 2711017,280 2589350,860 2671141,857

100,000 2964821,050 3007441,970 2973416,120 2981893,047

110,000 3153668,470 3314716,530 3227835,370 3232073,457

120,000 3486507,060 3535376,920 3562538,420 3528140,800

Parámetro Resultado Límites

Ecuación de la recta y = 28815,17 x + 
74702,46 y = b x + a

Coeficiente de determinación 0,9988 0,9800

Gráfico de residuales 
(bondad de ajuste) Cumple

Normalmente distribuidos, 
ausencia de curvatura y de 

datos aberrantes

Análisis de varianza 
(bondad de ajuste) F calculado = 0,35 F calculado < F tabulado

F tabulado = 3,71

Sbrel(%) (dispersión de los datos) 2,0% 5,0%

Hipótesis nula: intercepto = 0 t calculado = 1,29 t calculado < t tabulado
t tabulado = 3,18
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	 En la Guía de la ich [3] especifican que la linealidad puede ser demostrada direc-
tamente en la sustancia activa (por dilución de una solución madre) o en pesa-
das separadas de mezclas sintéticas de los componentes del producto. Como no 
se encontraron errores sistemáticos significativos en el estudio de la exactitud y 
como la señal del placebo fue muy baja en el estudio de la especificidad, entonces 
se infiere que la recta proveniente de la mezcla de los componentes del producto 
no difiere de la obtenida con la sustancia activa.

Determinación de la incertidumbre del método 

Las incertidumbres expandidas calculadas a partir de los datos obtenidos en los ensa-
yos de la precisión intermedia, para las muestras del 80%, 100% y 120%, fueron (24,3 
± 0,3), (30,1 ± 0,5) y (36,3 ± 0,5) mg/mL, respectivamente; esta incertidumbre se 
calculó utilizando un factor de cobertura de 2, el cual ofrece un nivel de confianza del 
95%. La forma detallada de cómo se calculó esta incertidumbre para la muestra del 
100%, se presenta en la tabla 6. 

La incertidumbre expandida, calculada para las tres concentraciones, es inferior al 2% 
de las concentraciones de las muestras. Para el cálculo de la incertidumbre asociada al 
recobrado, algunos autores sugieren el análisis de un material de referencia certificado 
o una muestra adicionada, al menos diez veces, utilizando las mismas condiciones y en 
un mismo día [10]. Otros autores sugieren que para calcular el recobrado, el análisis 
del material de referencia certificado o la muestra adicionada debe realizarse en series 
analíticas diferentes (días distintos) [9]. El recobrado que se obtiene para las tres mues-
tras no es significativamente diferente de 1, aunque siempre existe una incertidumbre 
asociada al cálculo del mismo. Las muestras analizadas son soluciones, por lo que no es 
necesario considerar el factor que corrige las diferencias de recobrado de las muestras 
reales y las muestras adicionadas porque son de igual composición [10]. Respecto a la 
incertidumbre asociada a la precisión, es necesario continuar analizando las muestras 
adicionadas por un período más amplio, para así tener un mejor estimado de la varia-
bilidad del método. 

El propósito de este método es la cuantificación de clorhidrato de ranitidina en una 
solución inyectable; este producto terminado se libera en producción si cumple con 
una especificación para la potencia de 95% a 105% de la cantidad declarada (± 5%). 
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Conclusiones

Todos los parámetros de validación evaluados se encuentran dentro de los límites de 
aceptación establecidos y la incertidumbre expandida calculada es menor al 2% de las 
concentraciones de las muestras en todo el rango del método (80%-120% de la canti-
dad declarada), por lo que el método es adecuado para los fines propuestos [10]. Los 
lotes de producción serán rechazados si el resultado obtenido más/menos la incerti-
dumbre del método se encuentra fuera de la especificación para la potencia.
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