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Jap. Japoén

k’ Factor de retencion (Parametro cromatografico)

L Litro

LSD Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher

MEB(SEM) Microscopio Electrénico de Barrido (Scanning Electronic Microscope)
mg miligramo

min minuto

mL mililitro

mm milimetro

N Numero de platos tedricos (Parametro cromatografico)

nm nanémetro
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ppm Partes por millon

RMN (NMR) Resonancia Magnética Nuclear(Nuclear Magnetic Resonance)
rpm Revoluciones por minuto

Rs Resolucion (Pardmetro cromatografico)

S segundo
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T™W Tween 80
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uv Ultravioleta

VDI Velocidad de disolucidn intrinseca
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RESUMEN

Los curcuminoides son sustancias de gran interés debido a sus importantes actividades
farmacologicas, particularmente antiinflamatorias, anticancerigenas y su actividad contra
Alzheimer. En este trabajo se desarrollé un método de disolucién, asi como un método
analitico para caracterizar la velocidad de disolucién intrinseca de la curcumina.

Se purifico la curcumina a partir de una mezcla de curcuminoides mediante cromatografia
preparativa en columna usando una fase movil cloroformo: metanol=19:1 (v/v), silica con
tamarfio de particula 9.5-11.5 um una columna de 4.5 x 46cm. Esta sustancia purificada se
caracterizd mediante Infrarrojo cercano, UV-Vis, CLAR, MEB y RMN, para usarse como
estandar analitico de curcumina, analizado por CLAR con las siguientes condiciones:
temperatura 26 °C, columna XBridge Cis 4.6 X 250 mm, 5um, fase movil Acido
Tricloroacético 0.1%: Acetonitrilo (52:48), velocidad de flujo de 1.1 mL/min, deteccion en
425nm, 50uL volumen de inyeccién, mismas condiciones a las que se analizaron las
muestras del perfil de disolucion de curcumina que se realiz6 a 37 ° C, en un volumen de
disolucion de 900 mL, 75 rpm, Tween 1.5 %, HCI 0.1N pH 1.5 y buffer de fosfatos pH 6.8,
muestreos de 5 mL sin reposicién del medio y el compacto formado en el aparato de Wood
fue de =200mg, con fuerza de compresion de 0.9 toneladas.

Para la cuantificacion de curcumina se validd una curva de calibracién de curcumina cuyo
modelo de regresion lineal es: Area = 286283(Concentracion) - 391.069, R? = 0.9998, asi se
determiné la constante de VDI de curcumina en HCI 0.1N pH 1.5 es k=0.00279
(mg/min/cm?) y en buffer de fosfatos pH 6.8, k=0.0033 (mg/min/cm?) En ambos casos la
constante de velocidad de disolucion intrinseca, k < 1, los farmacos que presentan valores
inferiores a uno, tienen una velocidad de disolucion lenta, que es limitante para su
absorcion y presentan problemas con la biodisponibilidad y con la disolucion.

Se desarroll6 un método analitico validado, para analisis de curcumina mediante HPLC
para la caracterizacion de la VDI al igual que se establecieron las condiciones de operacion
para lograr caracterizar los perfiles de disolucion.
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1. INTRODUCCION

Las acciones farmacoldgicas reportadas de la cdrcuma se atribuyen generalmente a la
curcumina, uno de sus principales constituyentes. La curcuma se ha utilizado por via oral
en medicina tradicional para el tratamiento sintomatico de la dispepsia y otros trastornos
digestivos y biliares menores. También se ha utilizado para el alivio del dolor artritico y
para trastornos menstruales. Se ha informado que la circuma posee muchas propiedades
incluyendo efectos antiinflamatorios, antioxidantes, antitumorales, coleréticos,
hepatoprotectores e hipolipidémicos. La mayoria de los estudios se han realizado utilizando
curcumina, uno de los principales componentes de la circuma y respaldan fuertemente el
uso de la misma con sus acciones farmacolégicas, sin embargo, el principal reto que
encontramos es la baja biodisponibilidad de la curcumina.

El presente trabajo no tiene punto de comparacion, la velocidad de disolucion intrinseca
(\VDI) de la curcumina es una propiedad no reportada con anterioridad al presente trabajo y
que sera de gran utilidad en el desarrollo de nuevas estrategias para aumentar la
biodisponibilidad de la curcumina. ¢;De qué forma aporta algo? Siendo la VDI una
propiedad per se del fa&rmaco, se vuelve el punto de partida, asi como punto de referencia
para comparar las nuevas soluciones propuestas para el aumento de la biodisponibilidad de
curcumina y asi determinar el avance que logran las mismas, asi como una propiedad
fisicoquimica relevante en la fase de preformulacion durante el desarrollo farmacéutico de
productos con curcumina.

Asi, este trabajo de tesis tiene como objetivo principal el desarrollo de un procedimiento
detallado para lograr caracterizar paso por paso la VDI de curcumina tanto del método
analitico como del método de disolucion, secundario al objetivo principal de este trabajo se
desarrolla y describe un método de separacion de curcumina a partir de curcuminoides.
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2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar y validar un método de andlisis mediante HPLC para caracterizar la
velocidad de disolucion de curcumina como materia prima

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar y caracterizar (RMN, NIR, espectrofotometria UV/Vis y HPLC) la
curcumina a partir de una mezcla de curcuminoides mediante cromatografia
preparativa para usarla como estandar de curcumina.

e Desarrollar el método analitico mediante una curva de calibracion a través de HPLC
para cuantificar curcumina.

e Establecer las condiciones de operacion de disolucion mediante pruebas para lograr
caracterizar los perfiles de disolucion.

! OBJETIVOS
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3. MARCO TEORICO

3.1.Cdrcuma

Es una planta perene con un corto y delgado rizoma (amarillo opaco, cubierto por una
pelicula marrén), con peciolos largos y hojas ovalo-lanceoladas y flores amarillo palido.
(Mammen, 2006)

Las acciones farmacoldgicas reportadas de la cdrcuma se atribuyen generalmente a la
curcumina, uno de sus principales constituyentes. La circuma es ampliamente utilizada
como especia para dar sabor a los alimentos, también se utiliza como un colorante
alimenticio. Existe una carencia de la investigacion clinica con la cUrcuma, y ensayos
clinicos controlados y aleatorizados son requeridos para apoyar los usos tradicionales.

Especie (Familia)

Curcuma longa L. (Zingiberaceae)

Figura I Planta y flor de Curcuma (Curcuma Longa L.)
Tomada de (Stuart et al., 2013)

Sindnimo (s)

Curcum, Curcuma, Haldi, Haridra(Ayur.), azafrdn indio, Jiang huang (Chin.).Yellow
ginger (Ing.), Rhizome de cdrcuma (Fr.), Curcumawurzelstock, Gelbwurzel,
Gelbwurselstock (Alem.), Ukon (Jap.), Azafran de India (Esp.)

Curcuma domestica Valeton se acepta generalmente como la misma especie que Curcuma
longa.

La especie relacionada Curcuma aromatica Salisb., se conoce como la curcuma salvaje o
aromatica y Curcuma x anthorrhiza D. Dietr., se conoce como la circuma de Java.
No debe confundirse con Curcuma zedoaria (Christmann) Roscoe, la cual es zedoaria.

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Origen

Es cultivada en Asia y Africa tropical. Comercialmente es importada de China, India e
Indonesia.

El material usado en la medicina Ayurvedica es cultivado en la mayoria de los estados de
India. EI material usado en la medicina China y Japonesa es cultivada en el sur de China,
Taiwan y Japon.(Wichtl, 2004)

Figura 2 Recoleccion de Curcuma en India
(Patricia269, 2006)

Farmacopea y otras monografias

e BP 2016 (Carcuma de Java, Rizoma de Cdrcuma).

e PhEur8.8
0 Cdarcuma javanesa: El rizoma seco, cortado en rodajas, de Curcuma
zanthorrhiza Roxb. (C. zanthorrhiza D. Dietrich).
0 Rizoma curcuma: Entero, curado (por ebullicién o vapor), rizoma seco de
Curcuma longa L. (sin C. domestica Valeton) con raices y superficie externa
eliminada.

e USP39-NF34
o Curcuma: El rizoma seco de Curcuma longa L., también conocido como C.
domestica Val., (Fam Zingiberaceae). Curcuma en polvo y extracto de
crcuma en polvo también se enumeran.

La carcuma también se incluye en las monografias de HMPC y las monografias de
la OMS volumen 1 1999.

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Parte (s) utilizada (s)

Rizoma.

Figura 3 Curcuma rizoma fresco y droga seca (rvizoma)
Tomado de (Stuart et al., 2013)

Constituyentes

Curcuminoides

Pigmentos de color amarillo a naranja (3-5%), principalmente diarilheptanoides,
con curcumina, demetoxicurcumina y bis-demetoxicurcumina como los principales
constituyentes (European Scientific Co-operative on Phytotherapy, 2003; Wichtl,
2004).

Hay al menos 17 ejemplos adicionales aislados como constituyentes menores,
incluyendo dihidrocurcumina, dihidrobis-demetoxicurcumina, ciclocurcumina, y
bisdemetoxiciclocurcumina.(Li, 2009; Park & Kim, 2002; L. Wang, 2008).
También se han encontrado aductos sesquiterpeno-curcuminoides de tipo
bisabolano.(Xiao, 2011, 2012)

Se han propuesto estructuras para 11 curcuminoides menores adicionales a partir de
andlisis de LC-MS/MS de extractos frescos de rizomas (Jiang, 2006). Dos ejemplos
de diarilpentanoides han sido reportados. La curcumina y la demetoxicurcumina
existen como tautdmeros ceto-enol en solucion.(Payton, 2007)

Mono- y sesquiterpenos

Presentes en el aceite esencial obtenido ya sea por hidrodestilacién de rizomas
frescos (0.7-1.1%) o de droga seca (2-7%) (Wichtl, 2004). El rendimiento y
composicion del aceite varian con la ubicacién geogréfica, cultivo, madurez del
rizoma y otros factores.

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Los monoterpenos encontrados son el cineol y los derivados del 2,6-dimetiloctano,
asi como los tipos mentano y pinano, incluidos el 1,8-cineol, el a-felandreno, el o-
pineno y el terpinoleno.

Los sesquiterpenos (principales constituyentes del aceite): -sesquifelandreno, ar-
turmerona, a- y B-turmerona y zingibereno (bisabolanos) estan tipicamente entre los
componentes principales; se han detectado numerosos componentes menores de
diversos grupos sesquiterpénicos, incluyendo germacranos y guayanos. (Chane-
Ming, 2002; Naz, 2010; Raina, 2005)

e Polisacaridos
Almiddon (~40%). Los polisacéaridos se han aislado a partir de extractos de agua
caliente de rizomas incluyendo ukonanos A-C (arabinogalactanos &cidos con
estructuras de glicanos multi-ramificados complejos y una parte peptidica), y
ukonano D (polisacarido neutro con mayor contenido de glucosa que ukonanos A-
C, también contiene una parte peptidica).(Braga, 2006; Gonda, 1990, 1992)

e Otros constituyentes

Hidroxicinamoil ésteres de fenilbutanoides, incluyendo calebina A (Zeng, 2007)

Figura 4 Constituyentes seleccionados de curcuma.
Modificado de (Stuart et al., 2013)

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Uso alimenticio

La curcuma es ampliamente utilizada como especia para condimentar los alimentos,
especialmente en la cocina india. Ingrediente principal del curry. También se utiliza como
un colorante amarillo en los alimentos, ya sea como el polvo seco o como el extracto de
aceite esencial.

El rizoma de circuma y aceite esencial se encuentran enlistados por el Consejo Europeo
(Council of Europe) como fuente natural de aromatizantes alimentarios (categoria 3 con
limites para el eucaliptol). La curcuma, el extracto de circuma y el aceite esencial de
curcuma también estan enlistados en Estados Unidos como GRAS (generalmente
considerado como seguro).

Uso herbolario

La curcuma se ha utilizado por via oral en medicina tradicional para el tratamiento
sintomético de la dispepsia y otros trastornos digestivos y biliares menores. También se ha
utilizado para el alivio del dolor artritico y para trastornos menstruales. La circuma se ha
aplicado topicamente para la sarna, ulceras, eczema y cicatrizacion de heridas.(Committee
on Herbal Medicinal Products (HMPC)., 2010a; World Health Organization, 1999)

El Comité sobre Productos de Medicina Herbolaria (HMPC) de la Agencia de Medicina
Europea (EMA) ha adoptado una monografia de hierbas comunitarias para la cdrcuma.
Bajo uso tradicional, la monografia especifica la indicacion de uso oral para "aumentar el
flujo biliar para aliviar sintomas de indigestion (tales como sensacién de saciedad,
flatulencia y digestion lenta”. La Comision Alemana E también ha aprobado la curcuma
para condiciones dispépticas (Blumenthal, 1998; Committee on Herbal Medicinal Products
(HMPC)., 2010b).

La ctrcuma se utiliza comnmente en la medicina tradicional ayurvédica! y de china.

Dosificacién
Las dosis para administracion oral (adultos) recomendadas por usos tradicionales en los
textos de referencia estandar a base de hierbas se dan a continuacion.

¢ Rizoma seco
o Sustancia herbacea en polvo: 1.5-3.0 g diarios.
o Sustancia herbacea triturada: 0.5-1.0 g hasta tres veces al dia como infusion.

e Extracto seco
o 80-160 mg diarios en 2-5 dosis divididas.
o 100-200 mg dos veces al dia.
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e Tintura
o 0.5-1.0 ml (1: 10), tres veces al dia.
o 10 ml (1: 5), una vez al dia.
o 5ml (1: 5) en 60 ml de agua, tres veces al dia.

(Blumenthal, 1998; Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC)., 2010b)

Acciones Farmacoldgicas

Se ha informado que la clOrcuma posee muchas propiedades incluyendo efectos
antiinflamatorios, antioxidantes, antitumorales, coleréticos, hepatoprotectores e
hipolipidémicos. La mayoria de los estudios se han realizado utilizando curcumina, uno de
los principales componentes de la circuma. Por lo tanto, los datos de los estudios que
investigan el uso de extractos de curcuma son limitados (Amon & MA, 1991; European
Scientific Co-operative on Phytotherapy, 2003; Wichtl, 2004).

Efectos secundarios, Toxicidad

Hay datos limitados de seguridad y toxicidad disponibles para la clrcuma y se requiere mas
investigacion. La monografia de HMPC para Curcuma longa L. menciona que se pueden
presentar sintomas leves de boca seca, flatulencia e irritacion gastrica, aungue la frecuencia
es desconocida. También se ha reportado dermatitis alérgica.

Contraindicaciones, Advertencias

El uso de curcuma ha sido contraindicado en pacientes con hipersensibilidad a la sustancia
activa. La monografia de HMPC para Curcuma longa L. contraindica su uso en pacientes
con obstruccién de la via biliar, colangitis, enfermedad hepatica, calculos biliares y
cualquier otra enfermedad biliar. Existe una carencia de datos para el uso de la crcuma en
nifios y adolescentes, por lo que no se recomienda en este grupo de edad.

Interacciones con farmacos

La curcuma o su componente curcumina afecta la absorcion de algunos betabloqueadores,
aumenta la absorcion de midazolam, pero no afecta la absorcion de hierro. La piperina, un
componente de la pimienta, aumenta la biodisponibilidad de la curcumina. También debe
considerarse la posibilidad de que los preparados de cdrcuma interactlen con otros
medicamentos administrados simultaneamente, en particular aquellos con efectos similares
U opuestos.

Embarazo y lactancia
No se ha establecido la seguridad de la circuma durante el embarazo y la lactancia. En
vista de la falta de datos de toxicidad, se debe evitar el uso de la circuma durante el
embarazo y la lactancia
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Preparados

e Preparaciones de un solo ingrediente

o
o
o

Chile: Turmerik.
India: Crack Free.
Tailandia: Auzing.

e Preparaciones con varios ingredientes

(@)

(@)

O O O O O o©

(0]

O O O O O

(0]

Australia: Boswellia Complex; Pulmaco; Vitanox.

Canada: Curzone; Dtx Complex; Dysmen Menstrual Pain Relief; Estro; Gout
Relief Formula; Gout; Hepa Plus; Hurtex; Joint +; Joint-Pro; Kidney Care; Liv-
A; Milk Thistle Complex; Nutrilite Liver Health; Optomega; Painease;
Rheumatic & Joint Pain Relief.

Republica Checa: Cholagol.

Francia: Cledist; Expuryl; Hepatoum; Silibiol.
Alemania: Chol-Arbuz NF.

Hungria: Antifront; Antifront; Cholagol; Munipyrin.
India: Aglotus; Healing Dust.

Indonesia: Aptivium Liver Support; Diapet; Elkana; Fitodiar; Heparsan;
Hepasil; Lanagogum; Lecur; Livapro SS; Nutrijoint; Nuwasir; Osimax; Ositin;
Procur Plus; Proliva; Rejuvit; Sanbe Kids' Emulsion; Sanmino; Takana; Tripid;
Venaroid; Vidoran Emulsion Rasa; Vidoran Plus.

Italia: Cinarepa; Cistefi; Reumafort.

Japon: Cabe 2 New; Eki Cabe U.

Meéxico: 1fuchol; LVR Plus; Procosa Il; Rodan.
Filipinas: Cogent Db+.

Polonia: Cholitol.

Federacion Rusa: Cholagol (Xonaroxn); Doktor Mom ([lokrop Mowm); Suprima-
Broncho (Cynpuma-bponxo); Travisil (Tpasucuin).
Sudafrica: Lewensessens.

Singapur: Artrex.
Reino Unido: Arheumacare; Backosamine.

Ucrania: Antifront (Aatudpont); Antifront (AnTHQpOHT); Artritosamin
(Aptpuroszamun); Cholagol (Xomaron); Doctor Cough (Hdokrop Kamens);
Doktor Mom (oxtop Mom Cupom).

(Stuart et al., 2013)
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3.1.1. Curcumina

La Cdrcuma spp. contiene turmerina (un péptido hidrosoluble), aceites esenciales (tales
como turmeronas, atlantonas y zingeberenos) y curcuminoides incluyendo la curcumina.

Los curcuminoides pueden ser definidos como compuestos fendlicos que se derivan del
rizoma de la curcuma. La curcumina (diferuloilmetano) es un polifenol de bajo peso
molecular, caracterizado quimicamente por primera vez en 1910, este es generalmente
considerado como el mas activo de los constituyentes y comprende del 2 al 8 % de la
mayoria de las preparaciones de circuma (Sharma, Gescher, & Steward, 2005).

La curcuma y sus propiedades farmacolégicas ha tenido una creciente importancia, lo que
ha llevado a que la investigacion dentro de la ciencia, de su metabolito de mayor
importancia terapéutica, la curcumina, se halla visto incrementada alrededor del mundo en
afios recientes.

A partir del afio 2002 comenzé a incrementar el nimero de publicaciones relacionados con
la curcumina, siendo en 2015 el afio mas productivo con 1939 trabajos publicados que se
enfocaban en la curcumina como objeto de estudio.
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250
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Figura 5 Resultados estadisticos de los trabajos sobre curcumina publicados por afio (1950-2016)
Consultado: Base de datos Scopus, Enero 2017

Asi también se muestran estadisticas en la siguiente figura sobre los trabajos publicados por
pais durante el mismo periodo de tiempo, siendo Estados Unidos el pais que mayores
documentos sobre curcumina ha generado a lo largo de este periodo de tiempo, en México
se muestra que la investigacion es relativamente baja comparada con paises como India
China y Estados Unidos.
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Figura 6 Resultados estadisticos de los trabajos sobre curcumina publicados por pais (1950-2016)
Consultado: Base de datos Scopus, enero 2017

Como se menciond anteriormente, aunque la circuma y curcumina generalmente son de
uso alimenticio, de agricultura y medicina tradicional de oriente he incluso como colorante
en industria alimenticia y cosmética, como se muestra en la siguiente figura, la principal
area de investigacion que trabaja con la curcumina es la de las ciencias de la salud, debido a
su potencial como agente terapéutico en padecimiento hepaticos, gastrointestinales,
reumaticos, etc (Elsevier, 2017).
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Figura 7 Resultados estadisticos de los trabajos sobre curcumina publicados area de estudio (1950-2016)
Consultado: Base de datos Scopus, enero 2017
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3.1.1.1.

Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Descripcion

Es metabolito responsable del color de la cldrcuma (amarillo). Comercialmente la
curcumina estd disponible como una mezcla de curcuminoides: curcumina (X77%),
demetoxicurcumina (=18 %) y bis-demetoxicurcumina (=5 %) (Jadhav, Mahadik, &

Paradkar, 2007).

Figura 8 Tautomeria ceto-enol de la curcumina
Modificado de (Stuart et al., 2013)

Nombre

Curcumina

Sinénimo

Diferuloilmetano

Nombre quimico

1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione

No. CAS

458-37-7

No. EINECS(EC#)

207-280-5

Formula

C21H2006

Peso molecular

368.38 g/mol

3.1.1.2. Propiedades fisicoquimicas
Apariencia | Polvo fino anaranjado
Punto de fusion | 183 °C
Densidad | 0.93

Densidad de vapor

13 (vs aire)

indice de refraccion

1.4155-1.4175

Solubilidad

Agua: Préacticamente insoluble a pH acido y neutro

Solventes: Soluble en solvente polares y no polares (Etanol 10
mg/mL), Acido y bases extremadamente fuertes: Acido acético y
alcali.

pKa

pKar 7.8
pKaz 8.5
pKas 9.5

Log P

3.29

(ChemicalBook, 2016; Jadhav et al., 2007; Lestari & Indrayanto, 2014)

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Figura 9 Formas ionizadas de curcumina a cada rango de pH, segun sus pKa's

(Cano Vega, 2013)

3.1.1.3. Estabilidad

Los principales componentes de la circuma son relativamente estables a pH &cido, pero
rapidamente se descomponen a pHs alcalinos. Los productos de degradacion iniciales se
forman después de 5 minutos y el patron cromatografico obtenido después de 28 h a pH 8.5
es representativo para la degradacién alcalina. El acido feralico y feruloilmetano se forman
inicialmente.(Y. J. Wang et al., 1997)

La curcumina es inestable a pH basico, pero en presencia de suero de ternera o sangre
humana menos del 20% de la curcumina se descompone en 1 hora. La adicién de
antioxidantes (&cido ascorbico, la N-acetilcisteina o glutation) a los medios de cultivo
también inhibe la degradacién de la curcumina. (Shenghani & Duvvuri, 2013)

2
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La curcumina no es estable en pHs alcalinos, oxigeno e irradiacion de luz ultravioleta y
visible. La curcumina es estable a pH< 7.5.(Tonnesen & Karlsen, 1985)

w

Carlos Gerardo Sandoval Rivas



Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

3.2.Disolucion

Una solucion puede definirse como una mezcla de dos 0 mas componentes que forman una
sola fase que es homogénea hasta el nivel molecular. EI componente que determina la fase
de la solucién se denomina disolvente y por lo general constituye la mayor proporcion del
sistema. Los otros componentes se denominan solutos, y estan dispersos como moléculas o
iones en todo el disolvente, es decir, se dice que se disuelven en el disolvente.

La transferencia de moléculas o iones de un estado sélido a una solucién se conoce como
disolucion.

(Aulton, 2001)

Es probable que en la referencia preliminar de la disolucidon consista en un articulo de
Noyes y Whitney de 1897 acerca de “The rate of solution of solid substance in their own
solution” (Noyes & Whitney, 1897). Los autores sugerian que la velocidad de disolucion de
las sustancias sOlidas estd determinada por la velocidad de difusion de una capa muy
delgada de la solucién saturada que se forma instantaneamente alrededor de la particula
solida. Desarrollaron la relacién matematica que correlaciona la velocidad de disolucién
con el gradiente de solubilidad del sélido. Su ecuacion es todavia la formula basica que
fundamenta la mayoria de los tratamientos mateméticos modernos del fendmeno de la
disolucion.

Sin embargo, el trabajo de Noyes y Whitney, asi como la mayor parte del trabajo que se
llevé a cabo durante la primera parte de este siglo, se concentr6 en el estudio de los
aspectos fisicoquimicos de la disolucién como se aplica a las sustancias quimicas. Los mas
importantes de estos estudios fueron la aplicacién de la ley de difusion de Fick a la
ecuacion de Noyes y Whitney por parte de Nernst y Brunner en 1904 y el desarrollo de la
famosa ley de la raiz cubica de disolucion por parte de Hixson & Crowell en 1931.

(Gennaro, 2003)

A mediados del siglo XX, el énfasis comenzd a desplazarse hacia el examen de los efectos
que el comportamiento de la disolucion de farmacos tiene sobre la actividad de los
preparados farmacéuticos. Uno de los estudios preliminares con este propoésito fue llevado a
cabo por J. Edwards en 1951 en comprimidos de aspirina. Sobre la base de sus hallazgos
informd que “debido a su escasa solubilidad, la accion analgésica de los comprimidos de
aspirina estaria controlada por su velocidad de disolucion en el estbmago y en el intestino”
(Edwards, 1951). Sin embargo, Edwards no llevo a cabo ningun estudio in vivo para avalar
su postulado.

2
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Aproximadamente 8 afios mas tarde, Shenoy, Chapman y Campbell demostraron la validez
de la sugerencia de Edwards de la correlacion in vitro/in vivo por medio de la demostracion
de una relacion directa entre la biodisponibilidad de anfetamina en comprimidos de
liberacién sostenida y su velocidad de disolucion in vitro(Shenoy, Chapman, & Campbell,
1959).

Otros estudios, en especial Levy en 1961 y Nelson & Miller en 1979 confirmaron mas alla
de toda duda el efecto significativo de la conducta de disolucién de los farmacos sobre sus
actividades farmacoldgicas. (Levy, 1961; Nelson & Miller, 1979).

Debido a la importancia de sus hallazgos, las pruebas de disolucion comenzaron a surgir
como un tema dominante tanto en el campo académico farmacéutico como en la industria
farmacéutica.

A fines de la década de 1960 las pruebas de disolucion se convirtieron en un requerimiento
obligatorio para diversos preparados. A pesar del éxito informado de diversos estudios de
correlacién in vitro/in vivo, la disolucion no es un predictor de la eficacia terapéutica. Mas
bien es una herramienta cualitativa que puede proporcionar informacion valiosa acerca de
la disponibilidad biolégica de un farmaco, asi como de la uniformidad entre un lote y otro.
Otra éarea de dificultad es el hecho de que la exactitud y la precision del procedimiento de
prueba dependen en gran medida del estricto cumplimiento de demasiados parametros
sutiles y de detallados controles operativos.

A pesar de estas desventajas, la disolucion se considera hoy en dia una de las pruebas de
control de calidad méas importantes realizadas a los preparados farmacéuticos.

(Gennaro, 2003)

Modelo de capa de difusion (teoria de la pelicula)

En 1897 Noyes y Whitney estudiaron la velocidad de disolucién del acido benzoico y del
cloruro de plomo, dos sustancias practicamente insolubles, por medio de la rotacion de un
cilindro de cada compuesto en agua a una velocidad constante y tomando muestras de la
solucion para su analisis con intervalos especificos. Para poder examinar sus datos
cuantitativamente, Noyes y Whitney desarrollaron una ecuacién sobre la base de la segunda
ley Fick para describir el fendmeno de la disolucion
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Donde dc/dt es la velocidad de disolucion del farmaco, K es la constante de
proporcionalidad, C; es la concentracion de saturacion (solubilidad méxima), C; es la
concentracion en el tiempo ¢y Cs — C; es el gradiente de concentracion. La constante de
proporcionalidad, K, también se denomina constante de disolucion, y se ha demostrado que
la ecuacidn sigue una cinética de primer orden.

En sus experimentos Noyes y Whitney mantuvieron un &rea de superficie constante por
medio del uso de varillas de la sustancia insoluble. Sin embargo, dado que esta condicion
no siempre es aplicable, Bruner y Tolloczko modificaron la ecuacién 1 para incorporar el
area de superficie, S, como una variable separada.

2) & = kS(C— C)

(Bruner & Tolloczko, 1900)

Para poder explicar el mecanismo de la disolucion, en 1904 Nernst propuso la teoria del
modelo de pelicula. Bajo la influencia de fuerzas no reactivas o quimicas, una particula
solida sumergida en un liquido es sometida a dos pasos consecutivos:

1. La solucién del solido en la interfase, con la formacion de una delgada capa
estatica o pelicula / alrededor de la particula.

2. La difusidn desde esa capa en el limite con la masa de liquido

El primer paso, la solucidn, es casi instantneo; el segundo, la difusion, es mucho mas lento
por lo tanto es el paso limitante de la velocidad (Nernst, 1904)

2

MARCO TEORICO

Figura 10 Modelo de capa de difusion (teoria de la pelicula).

Modificado de (Gennaro, 2003) y (Aulton, 2001)
Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Durante el mismo afio Brunner estaba investigando otros factores, ademas del area de
superficie, que afectan el proceso de disolucion para poder determinar los componentes
fundamentales de la constante de proporcionalidad en la ecuacién 1. Por medio de la
primera ley de difusion de Fick y la recientemente propuesta teoria de la pelicula de Nernst,
Brunner amplio la ecuacion 2 para incluir el coeficiente de difusion, D, el espesor de la
capa de difusion estética. 4, y el volumen del medio de disolucion, v, llegando a

dc DS

3) — = k2o

dt (Cs - Ct)

La constante de proporcionalidad k, Se conoce como la constante de la velocidad de
disolucion intrinseca y es caracteristica de cada compuesto quimico. (Brunner, 1904)

Condicion de sumidero (sink)

El término condicion de sumidero se origind en un hecho largamente conocido por los
farmacdlogos en cuanto a que la concentracion de un farmaco a ambos lados de la capa
epitelial de la pared intestinal se aproxima al equilibrio en un breve lapso y que el tracto
gastrointestinal actia como un sumidero natural; es decir, el farmaco es absorbido en forma
instantanea en el momento en que se disuelve. Por lo tanto, en condiciones in vivo no hay
desarrollo de una concentracién sobre la disolucién como predice la ecuacion 1.

Para simular la condicion de sumidero in vivo, las pruebas de disolucion in vitro en general
se llevan a cabo por medio del empleo de un gran volumen del medio de disolucién o un
mecanismo por el cual el medio de disolucién es repuesto en forma constante como
solvente fresco a una velocidad especificada, de modo que la concentracién del soluto
nunca llega a mas del 10 al 15% de su solubilidad méxima. Si se mantiene este parametro,
se dice que la prueba de disolucion esta siendo realizada en condiciones de sumidero, es
decir sin influencia del gradiente de concentracion. Esto puede verse en el siguiente
tratamiento matematico.

Suponiendo que C, >> C, La ecuacién 3 se convierte en
dc DS
4 —=k,—C
( ) dt 2 vh S

MARCO TEORICO
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Dado que C; y D son constantes para cada sustancia quimica especifica, podrian ser
incorporadas en k, y aparecer en la ecuacion 5, como k5

dc S
5 —=k;—
(%) dt 3 vh
Si el volumen del medio de disolucion y el area de superficie se mantienen constantes
durante toda la prueba de disolucion, entonces:
dc
6 —=K
(6) "
La ecuacion 6 predice una velocidad de disolucion constante en condicion sink y representa
un proceso cinético de orden cero, es decir, la concentracion del farmaco aumenta
linealmente con el tiempo. También se cree que la ecuacién 6 se aproxima a la condicion
in-vivo en cuyo caso la velocidad de disolucion de farmacos escasamente solubles
desempefia un papel fundamental en la determinacion de su biodisponibilidad.

Figura 11 Esquema condiciones sink y no sink
(a) lineal (velocidad de disolucion en condiciones de no sink, (b) grdfico semilogaritmico de cinética de primer orden
(velocidad de disolucion en condicion de no sink). (c) grdfico de cinética lineal de orden cero (velocidad de disolucion en
condiciones sink). Tomado de (Gennaro, 2003)

k > 1 mg/min/cm? en general los farmacos con este valor no presentaran una velocidad de
disolucion limitante para su absorcion, no deberian presentar problemas con la
biodisponibilidad o la disolucién.

k < 1 mg/min/cm? los farmacos que presentan valores inferiores a uno, tienen una
velocidad de disolucion lenta, que es limitante para su absorcién. Es decir, presentan
problemas con la biodisponibilidad y con la disolucién.
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Para los farmacos con valores dentro de los limites, deberdan considerarse otros factores,
para establecer si potencialmente presentaran problemas de disolucion.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

La velocidad de disolucion intrinseca (VDI) se define como la velocidad de disolucion de
sustancias puras en condiciones tales que el area expuesta permanece constante.

La velocidad de disolucién y la biodisponibilidad de un farmaco se ven afectadas por sus
propiedades en estado soélido: cristalinidad, amorfismo, polimorfismo, hidratacion,
solvatacion, tamafio de particula y superficie de particula. La velocidad de disolucién
intrinseca medida depende de estas propiedades del estado sélido. La velocidad de
disolucion también se ve influenciada por factores extrinsecos, por ejemplo, fuerza de
compresion, la hidrodindmica (por ejemplo, aparato de prueba y velocidad de rotacién del
disco o flujo del liquido) y condiciones de la prueba (por ejemplo, temperatura, viscosidad
del liquido, pH y capacidad reguladora en el caso de compuestos ionizables).

Al exponer la superficie de un material a un medio de disolucion apropiado manteniendo
constante la temperatura, la velocidad de agitacion y el pH, se puede determinar la
velocidad de disolucién intrinseca. Tipicamente la disolucion intrinseca se expresa en
funcién de mg por minuto por cm? (mg/min/cm?) (The United States Pharmacopeial, 2007)

El Sistema de disco giratorio de Wood o Aparato de Wood es un aparato estandar usado
para medir la VDI, donde aproximadamente 150-500 mg de un farmaco se comprimen
dentro de una matriz con un punzén para producir un disco del farmaco con un &rea de
superficie expuesta de 0.5 cm?. Durante la disolucion, el area expuesta del disco de farmaco
se mantiene constante y la temperatura de disolucion del bafio se mantiene a 37°C, volumen
conveniente de 900 mL en cada vaso de disolucion (Tseng, Patel, & Zhao, 2014).
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Figura 12 Aparato de Wood
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

3.2.4.1. Factores fisicoquimicos de la sustancia

Solubilidad

Las propiedades fisicoquimicas del farmaco desempefian un papel primario en el control de
su disolucion a partir de preparado. La ecuacion de Noyes y Whitney modificada, como se
expresa en la ecuacion 3, muestra que la solubilidad acuosa del farmaco es el principal
factor que determina su velocidad de disolucién.

Otros factores que afectan la velocidad de disolucién incluyen el tamafio de las particulas;
el estado cristalino como el polimorfismo y el estado de hidratacion, la solvatacion, la
formacién de complejos, asi como la sustancia tensoactivas y otros aditivos reactivos
(acidos, bases, buffers, etc.). Otras propiedades fisicas como la densidad, la viscosidad y la
capacidad de humidificacion contribuyen a los problemas generales de disolucion. También
se han hallado que las caracteristicas de adsorcién de los farmacos tienen un efecto
significativo sobre la disolucion de ciertos farmacos.

Tamafo de particula

La ecuacion 3 muestra una relacion directa entre el area de superficie del farmaco y su
velocidad de disolucion. Dado que el area de superficie aumenta con la disminucion del
tamafio de las particulas, pueden lograrse velocidades de disolucion mayores por medio de
la reduccion del tamafio de las particulas. Este efecto ha sido puesto de relieve por la
velocidad de disolucion superior observada después de la micronizacion de ciertos
farmacos escasamente solubles en oposicion a la forma regularmente molida. La
micronizacién aumenta el area de superficie expuesta al medio de disolucion y por ende
mejora la velocidad de disolucién.

No obstante, debe reconocerse que el simple aumento del area de superficie del farmaco no
siempre garantiza un aumento equivalente de la velocidad de disolucién. Més bien, es el
aumento del area de superficie efectiva o el area expuesta al medio de disolucién y no el
area de superficie absoluta lo que es directamente proporcional a la velocidad de
disolucion.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Figura 13 El efecto del tamaiio de las particulas sobre la velocidad de disolucion de preparados solidos.
Tamario de particulas de Fenacetina: © 0.11-0.15 mm; A 0.15-0.21 mm; A 0.21-0.30 mm; 00.30-0.50 mm;e 0.50-0.71
mm. Modificado de (Gennaro, 2003)

Estado cristalino

Las caracteristicas de fase solida de los f&rmacos, como la amorficidad, la cristalinidad, el
estado de hidratacion y la estructura polimorfismo, han demostrado tener una influencia
significativa sobre la velocidad de disolucién. Por ejemplo, se ha demostrado que la forma
amorfa de la novobiocina tiene una mayor solubilidad y mayor velocidad de disolucion que
la forma cristalina los estudios a nivel sanguineo confirmaron estos datos, la administracion
de la forma amorfa dio como resultado una concentracién de 3 a 4 veces mayor que la
obtenida con la administracion de la forma cristalina. (Haleblian, 1975; Mullins & Macek,
1960)

3.2.4.2. Parametros de la prueba

Agitacion

La relacion entre la intensidad de la agitacion y la velocidad de disolucion varia en forma
considerable con el tipo de agitacion usado, el grado de flujo laminar y turbulento en el
sistema, la forma y el disefio del agitador y las propiedades fisicoquimicas del sélido.
Cuando se usa un dispositivo agitador, como la cesta, una paleta, un filtro giratorio,
etcétera, la velocidad de la agitacion genera un flujo que continuamente modifica la
interfase liquido-solido entre el solvente y el farmaco en una forma similar a la velocidad
de flujo en el aparato de disolucion del flujo a través.
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Los estudios del efecto de la agitacion sobre la velocidad de reacciones heterogéneas
llevaron a la relacion empirica entre la velocidad de disolucion y la intensidad de agitacion

(7) K =a(N)P
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Donde N es la velocidad de agitacion, K es la velocidad de disolucién y a y b son
constantes. Si el proceso de disolucion es controlado por difusion el valor de 5 debe ser de
1 o cercano al 1 de acuerdo con la teoria de la pelicula de Nernst- Brunner, que dicen que el
espesor de la pelicula es inversamente proporcional a la velocidad de agitacion. Sin
embargo, si el proceso de disolucion es controlado puramente por una reaccion interfase, la
velocidad de agitacion no tendria ninguna influencia sobre la disolucion y b5 debe
aproximarse a cero.

Si estan involucrados ambos procesos (como la disolucién de &cidos débiles en una
solucién buffer) el valor de b debe caer entre 0 y 1. Ademas, a medida que la naturaleza del
flujo cambia de laminar a turbulento y de la distancia desde la interfase aumenta, también
variara el valor de b con el tipo de agitacién utilizado.

Temperatura

Dado que la solubilidad de los farmacos depende de la temperatura, su control cuidadoso
durante el proceso de disolucién es muy importante y debe mantenerse dentro de un
espectro de 0.5 grados. En general siempre se mantiene una temperatura de 37° durante las
determinaciones de disolucion. El efecto de la temperatura del medio de disolucion
depende principalmente de las curvas de temperatura/solubilidad del farmaco y los
excipientes. Para una molécula disuelta el coeficiente de difusion, D, depende de la
temperatura 7 de acuerdo con la ecuacion de Stokes

(8) D = kT/(6mnr)

donde % es la constante de Boltzmann y 6mnr es la fuerza de Stokes para una molécula
esférica (n es la viscosidad en unidades poise o cgs y r €s el radio de la molécula).
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Figura 14 Efecto de la temperatura sobre la velocidad de disolucion.
Disolucion de anhidrato de fenobarbital a diversas temperaturas (a 300 rpm). Modificado de (Gennaro, 2003)
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Medios de disolucion

La eleccion de medio apropiado para las pruebas de disolucion depende ampliamente de la
solubilidad del farmaco, asi como de simples motivos econémicos y practicos.

pH del medio de disolucion

En un principio se puso el énfasis y esfuerzo en simular condiciones in vivo, en especial
en pH, la tension superficial, la viscosidad y la condicion de sumidero. La mayoria de
los estudios preliminares fueron llevados a cabo en soluciones HCI 0.1N o soluciones
buffer con un pH aproximado a aquel del jugo gastrico (pH~1.2). Sin embargo, debido a
la accién corrosiva de las emanaciones acidas sobre el equipo de disolucion, en la
actualidad es de practica general utilizar agua destilada a menos que estudios de
investigacion indiquen la necesidad especifica de la solucion cida para obtener datos de
disolucion significativos. Otro enfoque para evitar los efectos deletéreos del HCI
consiste en reemplazarlo con buffers acidos como el fosfato &cido de sodio para
mantener el bajo pH requerido.

Tension superficial del medio de disolucion

Se ha demostrado que la tension superficial tiene un efecto significativo sobre la
velocidad de disolucién de los farmacos y su velocidad de liberacion de preparados
solidos. Las sustancias tensoactivas y los agentes humidificantes reducen el angulo de
contacto y por lo tanto mejoran el proceso de penetracion de la matriz por el medio de
disolucion. Singh y col. informaron un incremento medible de la velocidad de disolucién
del acido salicilico de una matriz inerte cuando el angulo de contacto, 0, se redujo de 92°
(agua) a 31° (por medio del empleo de dioctil sulfosuccinato de sodio al 0.01%).

La tension superficial también disminuyé en forma correspondiente de 60 a 31 dinas/cm.
Se obtuvieron los mismos hallazgos en estudios de la Benzocaina cuando se empled
polisorbato 80 como el agente activo de superficie.

2

MARCO TEORICO

w

Carlos Gerardo Sandoval Rivas



Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Figura 15 Efectos de sustancia tensoactivas sobre la velocidad de disolucion.
A. Datos de disolucion para la benzocaina en diferentes concentraciones de polisorbato 80 usando el aparato agitador
impulsado por una hélice con una velocidad de agitacion de 150 rpm. concentraciones de polisorbato: © 6%, A 4%, o
2%, ® 1%; A 0.5%; = 0%. B. Datos de solubilizacion para la benzocaina con diferentes concentraciones de polisorbato
80. Modificado de (Gennaro, 2003)

En otros estudios realizados con comprimidos y céapsulas convencionales también se
observo un incremento significativo de la velocidad de disolucion de farmacos escasamente
solubles cuando se agregaron sustancias tensoactivas al medio de disolucion, incluso con
un nivel por debajo de la concentracion micelar critica, probablemente por reduccion de la
tension interfacial. Se ha aconsejado la inclusion de bajos niveles de sustancias tensoactivas
en el medio de disolucion ya que estos parecen dar una mejor correlacion entre los datos in
vitro Yy las condiciones in vivo.

Viscosidad del medio de disolucion

En el caso de procesos de disolucion controlados por difusion seria de esperar que la
velocidad de disolucion disminuyera con un aumento de la viscosidad. Sin embargo, en el
caso de los procesos de disolucién controlados a nivel de la interfase la viscosidad debe
tener poco efecto. La ecuacion de Stokes-Einstein describe el coeficiente de difusién D en
funcion de la viscosidad. (Braun & Parrott, 1972) demostraron que la velocidad de
disolucion del &cido benzoico es inversamente proporcional a la viscosidad del medio de
disolucion utilizando diversas concentraciones de soluciones de sacarosa y metilcelulosa.

2

MARCO TEORICO

~

Carlos Gerardo Sandoval Rivas



Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Figura 16 Efecto de la viscosidad sobre la velocidad de disolucion
A. Relacion de la solubilidad total del dacido benzoico a 25° con la velocidad de disolucion y la concentracion de
polisorbato 80. evelocidad, y o concentracion. B. Relacion de la viscosidad con la velocidad de disolucion del dcido
benzoico en soluciones de metilcelulosa acuosa a 25°. Modificado de (Gennaro, 2003)

3.2.5. Desarrollo de un nuevo método de disolucién

Los datos de disolucion sobre la base de una prueba discriminatoria y bien desarrollada
tienen un enorme valor en la seleccion de la formulacion apropiada. La prueba de
disolucion también puede servir como un mecanismo de control de rutina para asegurar la
uniformidad de lotes de produccion regulares. Una de las primeras decisiones que deben
tomarse en el proceso de desarrollo de un nuevo método de disolucién es la eleccion del
aparato.

En la Farmacopea de Estados Unidos USP 38 aparecen siete tipos de aparatos de
disolucion:

e Aparato 1 (Aparato con canastilla)
e Aparato 2 (Aparato con paletas)

e Aparato 3 (Cilindro oscilante)

e Aparato 4 (Celda de flujo continuo)
e Aparato 5 (Paleta sobre disco)

e Aparato 6 (Cilindro)

e Aparato 7 (Soporte oscilante)
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Los cuales difieren en cuanto a la forma y la geometria del recipiente de disolucién, el tipo
y la intensidad de la agitacion, la posicion del preparado, la dispersion de las particulas, el
volumen del medio de disolucion, la capacidad de cambiar el solvente con una cierta
velocidad para mantener las condiciones de sink y la reproducibilidad del sistema.

John Wagner advirtié que la variabilidad inherente en el método de disolucién debia ser
menor que la variabilidad inherente que puede ser tolerada en el producto. También
aconsejé el aparato sea cientificamente realista y econdémicamente estable y tenga la
capacidad de proporcionar una condicién hidrodinamica eficaz. (Wagner, 1971)

En la decision en cuanto a que aparato va a ser usado para la prueba debe enfatizarse en que
sus caracteristicas deben permitir un mecanismo conveniente y reproducible para la
introduccién de la formulacion en una posicion fija en el medio de disolucién con la
minima alteracion hidrodindmica. La temperatura del medio de disolucion debe ser
mantenida rigurosamente con vibraciones minimas y sin puntos de calentamiento excesivo
localizados.

El aparato de disolucion también debe permitir el mantenimiento de condiciones sink por
medio de la posibilidad del cambio constante del liquido de disolucion o mediante el
aumento en el volumen de disolucion. El aparato debe servir para la prueba de diversos
tipos de preparados con una técnica de muestreo conveniente y reproducible que dé como
resultado la minima alteracion del lecho de disolucién de la formulacién o de la condicion
hidrodinamica del medio de disolucion. Deben usarse métodos analiticos simples y rapidos
ya que muchos farmacos tienden a degradarse con rapidez en soluciones acuosas.

En general, si va a usarse un aparato del compendio, 900 mL de agua destilada con una
velocidad de agitacion de 100 rpm para la canasta giratoria y 50 rpm para el método con
paletas son buenos puntos de comienzo. Sin embargo, debe llevarse a cabo un control para
determinar si es necesaria la desaireaciébn del agua. Si estos parametros resultan
inadecuados, puede probarse con una velocidad de agitacion mas rapida. Si no resulta
exitoso, podria cambiarse la composicion del medio de disolucién. Podrian probarse
sistemas de acido clorhidrico diluido o buffer de diferentes pH.

El conocimiento de la velocidad de disolucion de farmacos escasamente solubles
(velocidad de disolucion intrinseca, K=kD/h de la ecuacién 3) es muy util para predecir si
su absorcidn bioldgica esta limitada por la disolucién o no.

Dependiendo de qué tan lenta sea la velocidad de disolucion intrinseca, el operador puede
elegir mejorarla por medio de micronizacién, la formacion de complejos, la desintegracion
o cualesquiera de las otras técnicas generalmente utilizadas para incrementar la velocidad
de disolucion de farmacos insolubles. (Gennaro, 2003)

2

MARCO TEORICO

(o)}

Carlos Gerardo Sandoval Rivas



Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

A medida que el concepto de disolucion adquirié importancia durante las Gltimas décadas,
los métodos y las técnicas usados en el procedimiento in vitro han evolucionado
considerablemente de un simple aparato rudimentario que puede elaborarse con las
herramientas cotidianas de laboratorio a un equipo altamente sofisticado, controlado por
microprocesadores y totalmente automatico. Los diversos equipos y técnica de disolucion
por lo general se clasifican de acuerdo con su hidrodindmica asociada.

Se reconoce en dos categorias generales: los sistemas cerrados 0 métodos con vasos Yy los
sistemas abiertos 0 métodos de flujo continuo.

El disefio del aparato afecta los resultados de la disolucion a través de una cantidad de
factores. Estos incluyen la geometria y la estructura del recipiente, el tipo y la intensidad de
la agitacion, asi como la composicion y el volumen del medio de disolucion. Estos factores
a su vez afectan la velocidad de erosion del preparado sélido intacto sobre las particulas, la
dispersion de las particulas desintegradas, la homogeneidad del liquido de disolucion y
finalmente la reproducibilidad del sistema de una corrida a otra.

A continuacion, se hace la descripcién de los mas utilizados.

3.2.6.1. Meétodos con vaso

Estos incluyen todos los sistemas con compartimento cerrados con un mecanismo
mezclador por conveccion forzada, en los cuales hay un volumen relativamente grande del
medio de disolucién (200 a 2000 mL) en un vaso de precipitados o frasco y la agitacién se
lleva a cabo por medio de algun tipo de mecanismo de agitacion, de rotacion o de
oscilacion. Los aparatos 1,2,3,5,6 y 7 descritos en la USP pertenecen a esta categoria.

Sin embargo, los aparatos 1y 2 son los que se utilizan cominmente en la practica.

Aparato 1 de la USP

Consiste en un recipiente de 1000 mL cilindrico cubierto de vidrio o un material inerte, una
canasta de acero inoxidable cilindrica de malla 40 conectada a un vastago metélico de
conduccion y un motor de velocidad regulada. El conjunto se coloca en un bafio de agua
que permite una temperatura constante dentro de la cubeta de 37° +£0.5° durante la prueba.
Se insertan cada uno de estos 6 comprimidos o capsulas en cada canasta y las canastas se
bajan hacia los recipientes de disolucién que contienen el volumen del medio de disolucion
especifico, en general agua destilada o HCI 0.1 N. Se recogen muestras filtradas del medio
de disolucion con ciertos intervalos de tiempo para la determinacion de la cantidad del
ingrediente activo disuelto
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Figura 17 Aparato de disolucion I (Aparato de
canastilla)

Figura 18 Elemento de agitacion de canastilla

Aparato 2 de la USP

Es similar al aparato 1, excepto que se usa una paleta metalica, por lo comin recubierta por
material inerte, en lugar de la canasta. La paleta se forma de una hoja soldada a un vastago
que puede ser conectado al motor de velocidad regulada. Los comprimidos o las capsulas
que dejan caer libremente hasta el fondo del recipiente y se gira la paleta con la velocidad
especificada.

Oidmetro de 94 2 10,1 mm

tidte

et
3 g-ﬂ
i
]
N
__‘,__l, 2521

w24

Figura 19 Aparato de disolucion Il (Aparato de e w01 10mm
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

3.2.6.2. Otros metodos

Las formas de liberacion prolongada son ensayadas usando cuatro tipos de aparatos. Los
aparatos 1 y 2 son los mismos que los utilizados para los comprimidos y capsulas de
liberacion intermedia. El aparato 3 se clasifica como del tipo del cilindro oscilante y el
aparato 4 es del tipo de flujo continuo.

Aparato 3

Consiste en un grupo de recipiente cilindricos de vidrio, de fondo plano; un grupo de
cilindros de vidrio reciprocos; adaptadores y pantallas de acero inoxidable que se adaptan
en la parte superior en la base de los cilindros de interior indicé un ensamble propulsor y
conductor para mover los cilindros verticalmente dentro de los recipientes. El aparato
también tiene la capacidad de alinear los cilindros en otra fila de recipientes. Los
recipientes estan parcialmente inmersos en un apropiado bafio de agua a 37 °C +0.5°.

50811
|"—‘i Crificios para aire
M -~ Didmetro39+o.

=% -

- Tapa para evaporacidn

+

Didmetro 6-8
Acoro inoxidable Tipo 310
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gI: L Didmetro30£0,1

Malla

Cilindro de oscilacién
vortical de vidno

Lasgo del tube intorno 100 £ 1

t
:-——‘ﬁ——— 47214
i

180t

+—— Vaso de vidrio
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Aparato 4

El equipo se compone de un depdsito y una bomba para el medio de disolucién, una celda
de flujo y un bafio de agua que mantiene el medio de disolucion a 37 °C +£0.5°. Usar la
celda del tamafio (especificado en la monografia individual). La bomba desplaza el medio
de disolucién a través de la celda de flujo en direccién ascendente. La bomba tiene un
intervalo de operacion de 240 mL a 960 mL por hora y las velocidades de flujo estandares
son de 4 mL, 8 mL y 16 mL por minuto. La bomba debe suministrar un flujo constante
(+5% de la velocidad de flujo nominal); el perfil del flujo es sinusoidal con una pulsacion
de 120+10 pulsos por minuto. La celda de flujo, de un material transparente e inerte, esta
montada verticalmente con un sistema de filtro que impide que se escapen particulas no
disueltas de la parte superior de la celda. La base conica de la celda esta generalmente llena
de pequefias perlas de vidrio de aproximadamente 1 mm de didmetro y una de esas perlas,
de aproximadamente 5 mm, estd ubicada en el apice para proteger el tubo de entrada del
fluido. La celda se sumerge en un bafio de agua y se mantiene la temperatura a 37 °C +£0.5°,

Figura 22 Aparato 1V (celda de flujo continuo)

Camara del filtro
‘Cimara dal filtre
ALYy Yoraw apie i
’0’#‘0’0‘5‘#’0:0:1 Tamiz con malla Nro, 40 O'O’G’O’Otdﬁté{ i
Diametro del alambre = 0,2 P20+ 0.2 amiz con malia Nro, 40
Apertura = 0,45 - __ Diametro del alambre = 0.2
Apertura = 0,45
w
™ Muesca para el soporte b4
de tabletas 2
Mussca para el soporte
" de labletas
[a3)
208005 @081 0,05

Figum 23 Celda (arriba) y portatabletas (abajo) para tabletas y capsulas,
grande y pequenia (izquierda y derecha)

(The United States Pharmacopeial, 2007)
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3.3. Cromatografia

La cromatografia es un potente método de separacion que tiene aplicacion en todas las
ramas de la ciencia. La técnica fue inventada y denominada asi por el botanico ruso Mikhail
Tswett a principios del siglo XX. El la utilizaba para separar varios pigmentos vegetales,
como clorofilas y xantofilas, haciendo pasar soluciones de estos compuestos a través de una
columna de vidrio rellena con carbonato de calcio finamente dividido. Las especies
separadas aparecian como bandas coloreadas en la columna, lo que justifica el nombre que
eligié para el método (del griego chroma que significa “color”, y graphein que significa
“escribir”).

Descripcion general

La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos que facilitan la
separacion, identificacion y determinacion de componentes estrechamente relacionados en
mezclas complejas; muchas de dichas separaciones son imposibles por otros medios. En
todas las separaciones cromatograficas la muestra se disuelve con una fase mdvil (que
puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico) la cual se hace pasar a través de una
fase estacionaria inmiscible fija en una columna o en una superficie sélida. Las dos fases se
eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen en grados distintos
entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria se mueven con mucha lentitud con el flujo de la fase
mavil. En cambio, los componentes unidos débilmente a la fase estacionaria se mueven con
rapidez. Como consecuencia de las distintas velocidades de migracién, los componentes de
la muestra se separan en bandas o zonas distintas que se pueden analizar en forma
cualitativa y cuantitativa.(Skoog, 2008)
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3.3.1.1. Antecedentes

En el inicio de la Cromatografia de Liquidos (CL), ésta se llevaba a cabo en columnas de
vidrio con didmetros de 10 a 50 mm. Las longitudes rellenas de la columna eran de 50 a
500 cm de particulas so6lidas cubiertas con un liquido adsorbido que formaba la fase
estacionaria. Para asegurar tasas de flujo razonables a través de este tipo de fase
estacionaria, las dimensiones de las particulas sélidas se mantenian en mas de 150 a 200
um. Incluso asi, las tasas de flujo eran bajas, de un maximo de unas pocas décimas de
mililitro por minuto.

En las primeras etapas de desarrollo de la cromatografia de liquidos, los cientificos se
dieron cuenta de que podian conseguir aumentar en forma notable la eficiencia de la
columna al disminuir el tamafio de las particulas del empaque. Utilizar empaques de
tamano de particula tan pequefios como del orden de 3 a 10 um. Esta técnica requeria
instrumentos complejos para poder trabajar a altas presiones, lo que contrasta de manera
notable con las sencillas columnas de vidrio de la cromatografia de liquidos clasica cuyo
flujo se debia a la gravedad. Para diferenciar estos procedimientos mas nuevos de los
métodos originales de flujo por gravedad se empled en un principio la denominacion de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). En la
actualidad, toda la cromatografia de liquidos se efectua con flujo presurizado y se utilizan
las siglas LC o HPLC sin distincién.

3.3.1.2. Campo de aplicacion

La cromatografia de liquidos es la técnica analitica de separacion mas ampliamente
utilizada. Las razones de su popularidad son su sensibilidad, su facil adaptacion a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad para
separar especies no volatiles o termolabiles, pero, sobre todo, su amplia aplicabilidad a
sustancias que son importantes en la industria, muchos campos de la ciencia y para la
sociedad en general. Algunos ejemplos de estos materiales son aminoécidos, proteinas,
acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas,
antibidticos, esteroides, especies organometalicas y una variedad de sustancias inorganicas.
(Skoog, 2008)
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3.3.1.3. Parametros cromatograficos

Todo tipo de cromatografia tiene en comun las definiciones y célculos de parametros y
requerimientos generales para comprobar la aptitud del sistema.

Estos parametros se determinan con respecto al cromatograma correspondiente, el cual es
un grafico o representacion de la respuesta del detector en funcion del tiempo. Este es Util
tanto para analisis cualitativo como cuantitativo, ya que la posicion de los picos en el gje
del tiempo puede ayudar para identificar los componentes de la muestra; las areas bajo los
picos proporcionan una medida cuantitativa de cada componente.

f Perfil del analito en el
#| extremo final del relleno
e
b} =]
E (L~ 1a) | L+ 1)
3 AY
= 7’ I
E H="T |
1
L
Distancia Migrada m—
a) Relleno
. . R
Entrada de 1a muestra Detector

Figura 25 Definicion de altura de platos teoricos
(Skoog, 2008)
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Figura 24 Cromatogramas donde se muestran los
parametros de la cromatografia
(Skoog, 2008)
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Simbolo del
Nombre parimetro experimental
Tiempo de migracion, especies no retenidas hy
Tiempos de retencion, especies Ay B (tr)a. (IR)B
Tiempo de retencién ajustado para A (1R)a
Anchuras de picos para Ay B Wy, Wy
Longitud del relleno de la columna L
Tasa de flujo volumétrico F
Velocidad de flujo lineal u
Volumen de la fase estacionaria Vs
Concentracién del analito en las €A Cs
fases mévil y estacionaria

Tabla 2 Parametros cromatogrdficos
(Skoog, 2008)

Tabla 3 Relaciones cromatogrdficas importantes
(Skoog, 2008)
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3.3.1.4. Conformacion del cromatografo de liquidos

Con el objetivo de alcanzar flujos razonables con rellenos de tamafio de particula de entre 3
y 10 um, que por otra parte son comunes en la cromatografia de liquidos moderna, se
requieren presiones de bombeo de varios cientos de atmosferas. Debido a estas presiones
elevadas, el equipo necesario para la cromatografia de liquidos de alta resolucion tiende a
ser mas complejo y caro que el que se utiliza en otros tipos de cromatografia.

Los componentes fundamentales de un cromatdgrafo de liquidos caracteristico en general
son los siguientes con varias opciones:

e Recipientes para la fase mévil y sistemas para el tratamiento del solvente
e Sistemas de bombeo
0 Bombas reciprocantes
0 Bombas de desplazamiento
0 Control de flujo y sistemas de programacion
e Sistemas de inyeccidn de muestra
e Columnas para cromatografia de liquidos de alta resolucion
0 Columnas analiticas
0 Precolumna
o0 Control de la temperatura de la columna
e Varios Tipos de rellenos de la columna
e Detectores
Detectores de absorcion UV-visible
Detectores de absorcion en el infrarrojo.
Detectores de fluorescencia
Detectores de indice de refraccion
Detector de la dispersion de la luz tras evaporacion
Detectores electroquimicos
Detectores espectrométricos de masas

O OO O0OO0OO0Oo
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Figura 27 Diagramas de bloques que muestra los componentes de un aparato caracteristico de CLAR
(Skoog, 2008)

Tabla 4 Caracteristicas de los detectores para CLAR
(Skoog, 2008)
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4. HIPOTESIS

Si se desarrolla y valida un método analitico para cuantificar curcumina en un medio de
disolucion vy si se definen condiciones de operacion optimas en el aparato de Wood, se
podran elaborar cinéticas de disolucion y se obtendran los valores de la velocidad de
disolucion intrinseca k (mg/min/cm?) de curcumina
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1.MATERIALES
Material

e Pipetas volumétricas de 0.5, 1, 2, 3y 4 mL (KIMAX “A”)

e Matraces Volumétricos de 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 L (KIMAX)
e Varilla de vidrio

e Pipetas graduadas de 2 y10 mL (KIMAX)

e Pesa muestras de vidrio

e Vaso de precipitados de 50, 100, 500 mL (KIMAX)

e Espatula de acero inoxidable

e Probetas de vidrio de 100 y 1000 mL (KIMAX)

e Vaso para disolutor 1000 mL (VARIAN)

e Barras magnéticas (35 x 10 mm)

e Matraz Erlenmeyer de 500 mL

e Tubos de ensayo (85 x 15 mm)

e Celdas de cuarzo 1 cm longitud (Varian Cary UV) (4.5 mL volumen)
e Filtros de disco 0.45 um (Acrodisc GHP)

e Columna de vidrio para cromatografia (4.5 x 46 cm)

e Silica para cromatografia de capa fina (Kiesegel 60 GF 254)

e Silica para cromatografia en columna (0.2 — 0.5 mm)

e Placas para cromatografia de capa fina en hojas de aluminio (Silica gel 60 F2s4)
e Camara cromatografica

e Frascos de vidrio de 100 mL

e Matraz de bola de 500 mL

e Embudo de vidrio de cola larga

e Papel filtro Watman 540, 542 y 44

e Campana de vacio

e Equipo de filtracion (VWR)/membranas HVLP 0.45um

Equipo

e Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion (Waters ™)
o Controlador (Waters 600)
0 Bomba (Waters 616)
= Desgasificador (Degasys Populaire DP4010 Uniflows)
0 Automuestreador (Waters 717 plus)
0 Detector (Waters 996 PAD)

w
! DESARROLLO EXPERIMENTAL

Carlos Gerardo Sandoval Rivas



Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

o Software (Empower 1.0)
0 Columna XBridge Cig 4.6 x 250 mm, 5pum [186003117]
e Espectrofotometro UV (VARIAN, Cary 100 Conc.)
o Software (Cary WinUV Scan 3.0, Cary WinUV Simple Reads 3.0)
e Disolutor Varian, (VK 7000)
0 Heater/Circulador (Varian VK 650A)
e Aparato de Wood
e Automuestreador (Varian VK 8000)
0 Bomba neumética (Vankel)
e Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear (Varian Mercury-300)
e Microscopio Electronico de Barrido (JSM-6010LA)
e Purificador de agua (Elix 5, MiliQ-5)
e pH metro (Metler Toledo, Seven Multi)
e Balanza Analitica (Metler Toledo AB204-5)
e Prensa Hidraulica (Carver Modelo C)
e Agitador Magnético (IKA Werke RO 10 power)
e Rotavapor (BUCHI R-200)
e Céamara UV (UVP Modelo UVLS-24)
e Infrarrojo (FOSS NIR System 650011)
o0 Software (FOSS Nirsystems, Inc. VISION 3.1.0.0)

Reactivos

e Acido clorhidrico “Grado Reactivo” 36.5-38 %(J.T. Baker)

e Agua desionizada (Milli Q)

e Fosfato de potasio monobasico “Grado Reactivo” 99.3 % (J.T. Baker)
e Acetato de sodio trihidratado “Grado Reactivo” 99.8 % (J.T. Baker)
e Acido acético “Grado Reactivo HPLC” 100.0 % (J.T. Baker)

e Hidroxido de sodio “Grado Reactivo” 97.0 % (J.T. Baker)

e Acido Tricloroacético “Grado Reactivo” 99.0 % ()

e Hidroxido de amonio “Grado Reactivo” 28.8 %

e Acetonitrilo “Grado HPLC” 99.99 % (J.T. Baker)

e Metanol “Grado HPLC” 99.96 % (J.T. Baker)

e Cloroformo “Grado Reactivo” 99.9 % (Fermont)

Materia prima

e Tween 80 (Canarcel)

e Lauril sulfato de Sodio (Reactivos Meyer)

e Curcumina (Sigma Aldrich Lote 081M1611V) = 70%
e Curcumina Purificada
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5.2.METODO

Figura 28 Diagrama de flujo del desarrollo experimental
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Como preambulo al desarrollo experimental se tuvo una capacitacion en el manejo de base
de datos de la UNAM, con el fin de conocer el estado del arte sobre cualquier topico
necesario para la elaboracion del presente trabajo. Alternadamente se tomo6 un curso de
redaccion de protocolos y tesis con la finalidad de cumplir con los requisitos y calidad en el
trabajo de tesis redactado.

Seguido a la capacitacién documental se tomé una capacitacion experimental sobre BPL y
el correcto uso de los equipos e instrumentos que se utilizaron para el desarrollo del trabajo.

5.2.1.1. Seleccion de condiciones para cromatografia preparativa en columna

Las condiciones de trabajo se basaron en la investigacion bibliografica de métodos de
separacion de curcuminoides en CCF (Cromatografia de capa fina) y CCFAR
(Cromatografia de Capa Fina de Alta Resolucion).

Se reportd una buena separacion de los curcuminoides en una fase estacionaria de silica gel
y una fase movil de Cloroformo: Metanol=19:1 (v/v). (Lestari & Indrayanto, 2014)

Las condiciones de CCF se transfirieron a una CL (Cromatografia de Liquidos) probando:

e Tamaiio de particula silica gel:
0 95-11.5pum
o 200-500 um

o Columna (diametro x altura):
0 4.5x46 cm
0 12x46 cm

Finalmente se uso silica de tamafio 9.5-11.5 um y la columna de 4.5 x 46¢cm, que separo la
curcumina eficientemente. El sistema cromatdgrafico se conect6 a un sistema de vacio, asi
el proceso de separacién dur6 alrededor de 8 horas.

5.2.1.2. Cromatografia preparativa en columna

Inicialmente, se evaluaron los solventes para descartar la presencia de agua en alto
porcentaje, mediante RMN para H! con CDCIl; (Cloroformo deuterado) y TMS
(Tetrametilsilano) como fuente de H!' y referencia respectivamente, los espectros se
muestran en Anexos Figura 72 y 73.
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1. Montar sistema cromatografico:
1.1. Armar un soporte universal y sujetar un aro de metal 7 cm de didmetro a 20 cm del
nivel de la mesa.
1.2. Debajo del aro colocar la campana de vacio.
1.3. Pasar la columna a través del aro y descansarla sobre la campana de vacio.

2. Preparar muestra

2.1. Pesar en un vaso de precipitados de 100 mL alrededor de 2 g de Curcumina Sigma
Aldrich (mezcla de curcuminoides).

2.2. Adicionar un poco de metanol para disolver la curcumina.

2.3. Agregar alrededor de 10 g de silica gel.

2.4. Adicionar lo minimo necesario de cloroformo para formar una suspension muy
densa.

2.5. Mezclar y poner en una campana de vacio para evaporar los solventes.

3. Preparar columna

3.1. Preparar una suspension de silica gel
3.1.1. En un matraz Erlenmeyer de 500 mL colocar aproximadamente 300 g de
silica gel, seguido por aproximadamente 300 mL de fase mdvil de
cloroformo:metanol=19:1 (v/v)
3.1.2. Con una varilla de vidrio agitar hasta obtener una suspension homogénea

3.2. Colocar dentro de la columna los siguientes elementos en el orden que aparecen:

3.2.1. Tapébn de algoddn (ligeramente apretado)

3.2.2. Suspension de silica gel, con ayuda de un embudo grande*

3.2.3. Papel filtro de poro mediano de 4.5 cm de diametro

3.2.4. Muestra, con ayuda de un embudo de vidrio de cola larga

3.2.5. Trozo de algoddn
*Una vez agregada la suspension esperar a que asiente la silica suspendida
(alrededor de 4 horas)

4. Elucion
4.1. Encender el sistema de vacio
4.2. Recolectar las fracciones en frascos de vidrio cada 20 mL aproximadamente
4.3. Monitorear las fracciones obtenidas mediante cromatoplacas Silica gel 60 Fzss de
15 x 40 mm usando como referencia Curcumina Sigma Aldrich
4.3.1. Los curcuminoides se logran ver (color naranja) sin revelado y revelado con
lampara UV a 365nm
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5. Obtener polvo de curcumina purificada

5.1. Juntar las fracciones que contienen Unicamente curcumina y vaciar a un matraz de
bola de 500 mL.

5.2. Colocar el matraz en un rotavapor a una temperatura de 70 °C

5.3. Retirar el matraz cuando se observe una solucién mas concentrada, sin que todo el
solvente se evapore

5.4. Vaciar a un frasco de vidrio y colocar en campana de vacio para evaporar a
temperatura ambiente todo el solvente restante

5.5. Resguardar en un vial apropiado el polvo de curcumina obtenido

Figura 29 Esquema para montar el sistema de cromatografia preparativa
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6. Caracterizacion:
6.1. RMN
6.1.1. Preparar muestra en un vial, con 30 mg Curcumina en DMSO
6.1.2. Obtener espectrolH-RMN y 13C-RMN de curcumina en espectrémetro de
RMN Varian Mercury-300, tomando como referencia TMS

6.2. UV-VIS
6.2.1. Preparar muestras de curcumina de 4 y 8 pg/mL a partir de un stock de 100
pg/mL para evaluar linealidad del sistema a 425 nm
6.2.2. Realizar un barrido espectrofotométrico de 200-800 nm en agua

6.3. CLAR
6.3.1. Preparar stock de aproximadamente 10 mg de curcumina estandar en 100mL
de Acetonitrilo
6.3.2. A partir del stock diluir 1mL en 50mL aforando con fase movil
6.3.3. Tomar 2 mL de la dilucién anterior y aforar a 10mL con fase mévil
6.3.4. Inyectar 50pL de la solucion final y analizar con el procedimiento descrito
en “Método analitico en CLAR?” en la siguiente seccion.

6.4. MEB
6.4.1. Encender el Microscopio electronico de barrido
6.4.2. Preparar muestras de menos de 1 mg en los portamuestras del microscopio
6.4.3. Realizar enfoques para visualizar las muestras
6.4.4. Obtener imagenes de curcumina estandar con MEB

6.5. NIR
6.5.1. Encender el Espectrémetro de Infrarrojo
6.5.2. Calibrar con la referencia
6.5.3. Tomar una muestra de aproximadamente 5 mg de curcumina y colocarla
dentro de un vial para leer en el espectro
6.5.4. Realizar la lectura de 1100 a 2500 nm

I
! DESARROLLO EXPERIMENTAL

Carlos Gerardo Sandoval Rivas



Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

5.2.2.1. Seleccion de condiciones del metodo analitico en CLAR

Con la investigacién bibliografica se encontraron distintos métodos de separacion,
deteccién y cuantificacion de curcuminoides, sin embargo los experimentos realizados se
apoyan en el trabajo de “Jadhav, Mahadik, & Paradkar, 2007”, para el estudio se eligieron
los siguientes materiales y condiciones a estudiar:

e Columna
0 Vydac Cig, 4.6 x 250 mm, 10um [201HS104]
0 Simmetry Cis, 4.6 X 250 mm, 5um [WAT054275]
0 XBridge Cig 4.6 x 250 mm, 5um [186003117]

e Proporcion de Fase movil (ATC: ACN)
o 50:50
o 52:48
0 54:46

o Velocidad de flujo
0 1mL/min
o 1.1 mL/min
o 1.2mL/min
o 1.3 mL/min
o 1.5mL/min

o Volumen de inyeccion
o 10pL

20 pL

30 puL

50 pL

100 pL

O O O O

Finalmente, las condiciones Optimas para el estudio que fueron seleccionadas son las
siguientes:

Temperatura ambiente (23-26°C), Columna XBridge Cig 4.6 x 250 mm, 5um, fase movil
Acido Tricloroacético 0.1%: Acetonitrilo (52:48), velocidad de flujo de 1.1 mL/min,
deteccién en 425nm, 50uL volumen de inyeccion
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5.2.2.2. Meétodo analitico en CLAR

1. Preparacion de sistema cromatégrafico

1.1. Preparar solucién de ATC 0.1% en agua desionizada y ajustar a un pH=3 con
hidréxido de amonio

1.2. Filtrar la solucion de ATC 0.1%, Acetonitrilo, metanol y agua desionizada a través
de un filtro de membrana de 0.45um

1.3. Encender todo el sistema cromatografico (desgasificador, bomba, detector,
automuestreador, ordenador) y purgar las 4 lineas (ATC 0.1%, Acetonitrilo,
metanol y agua desionizada).

1.4. Conectar la columna XBridge C1s 4.6 X 250 mm, 5um

1.5. Equilibrar la columna durante 40 minutos con la fase movil.

1.6. Realizar prueba de adecuabilidad con el punto central de la curva de calibracion

1.7. Colocar las muestras para analizar en los viales del Automuestreador

1.8. Comenzar el analisis

2. Preparacion de muestras
2.1. Curcumina Estandar

2.1.1. Pesar aproximadamente 10 mg de curcumina estandar.

2.1.2. Aforar a 100 mL con Acetonitrilo (Stock)

2.1.3. Tomar 1 mL del stock y aforar a 50 mL con fase movil ACT 0.1 %: ACN
(50:50)

2.1.4. De la dilucion anterior tomar alicuotas de 0.5, 1, 2, 3, 4 mL y aforar a 10 mL
con fase movil ACT 0.1 %: ACN (50:50) que formaran la curva de calibracién
para la validacién del sistema

2.1.5. Validacion del sistema

2.1.5.1. Linealidad
2.15.1.1. Realizar la determinacion de 5 niveles de concentracion, cada
nivel por triplicado, utilizando como medio de disolucion la fase
movil, y mediante el andlisis en CLAR obtener los valores
correspondientes de area en funcién de la concentracién, obtener el
coeficiente de regresion (r?), la pendiente (m) el intercepto (b); y
calcular el coeficiente de variacién expresado en porcentaje (C.V%).
2.1.5.2.  Precision
2.1.5.2.1. Realizar la determinacion de tres niveles de concentracion de
una solucion estandar de curcumina, los puntos extremos y el centro
por sextuplicado, finalmente evaluar el coeficiente de variacion
expresado en porcentaje (C.V.%)

2.1.6. Tomar con una jeringa de la dilucion final trasvasar a los viales del

automuestreador del cromatografo filtrando con disco GHP 0.45um.

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Figura 30 Metodologia para construir una curva de calibracion de curcumina y evaluar linealidad del sistema

Tabla 5 Niveles de concentracion para evaluar linealidad del sistema de curcumina

Sistema Alicuota (mL) Volumen de aforo (mL) Concentracién (pg/mL)
1 0.5 10 0.096
2 1 10 0.192
3 2 10 0.384
4 3 10 0.576
5 4 10 0.768
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Figura 31 Metodologia para evaluar precision del sistema de curcumina

Tabla 6 Niveles de concentracion para evaluar precision del sistema de curcumina

Sistema Alicuota (mL) Volumen de aforo (mL) Concentracién (pg/mL)
1 0.5 10 0.096
2 2 10 0.384
3 4 10 0.768

2.2. Velocidad de disolucion intrinseca
2.2.1. Las muestras recolectadas por el automuestreador de la disolucion se toman
hasta que alcancen la temperatura ambiente
2.2.2. Tomar con una jeringa de las muestras recolectadas y trasvasar a los viales
del automuestreador del cromatografo filtrando con disco GHP 0.45um.
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5.2.3.1. Seleccion de condiciones para el perfil de disolucion de curcumina

La USP 30 describe en el capitulo <1087> la determinacion de la velocidad de disolucion
intrinseca, indicando que debe de existir para la sustancia pura un area superficial constante
y comprimir la sustancia en una prensa hidraulica durante 1 minutos a la minina fuerza de
compresion que no se desintegre el compacto formado (The United States Pharmacopeial,
2007). También menciona factores intrinsecos y extrinsecos que influencian la velocidad de
disolucion intrinseca y que no estan establecidos, ajustables a cada sustancia. Por esto se
estudiaron los siguientes factores:

e Cuantificacion
0 Espectrofotometro UV-Vis
o Cromatografia CLAR
o Fuerza de compresion del compacto (Ton)

o 05
o 07
o 09
o Velocidad de agitacion (rpm)
o 50
o 75
o 100
o Surfactante en el medio de disolucion
o Tween 80
= 0.5%
= 1.5%
o Dodecil Sulfato de sodio
= 0.5%

o Medio de disolucion (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 2014)
0 SV de Acido Clorhidrico 0.1 N o 0.1M pH 1.2 pag. 147
0 SA de Acetato de sodio trihidratado-Acido acético 2 N pH 4.5 pag.166
0 SA de Fosfatos pH 6.8 (Fosfato monobasico de potasio-Hidréxido de sodio)
pag. 175

Los factores que se mantuvieron constantes fueron: Aparato de Wood, 37 °C Temperatura
del medio de disolucion, 900 mL medio de disolucion, area de exposicion 0.5 cm?, 5mL
muestreo.

Las condiciones que se determinaron Optimas para la disolucion intrinseca fueron las
siguientes: Fuerza de compresion de 0.9 Ton., velocidad de agitacion de 75 rpm, Tween al
1.5 % en el medio, apH 1.2 y6.8.
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5.2.3.2. Velocidad de disolucion intrinseca

1. Solubilidad de curcumina “Shake Flask Method”

1.1. Pesar 50 mg aproximadamente de Curcumina polvo Sigma Aldrich (~70%) y aforar
con Tween 1.5 % en agua destilada, en un matraz de 100 mL

1.2. Mantener en agitacion durante 24 horas

1.3. Tomar muestra de 10 mL aproximadamente y agregarla en un tubo de vidrio para
centrifugacién a 2500 rpm durante 10 minutos

1.4. Tomar una alicuota de 100 uL del sobrenadante trasvasar a un matraz de 100 mL y
aforar

1.5. De la ultima dilucibn tomar una muestra y trasvasar a los viales del
automuestreador del cromatografo para analizar

Figura 32 Metodologia para evaluar solubilidad de curcumina

2. Medios de disolucion
2.1. Preparar con Tween 80 y agua destilada una solucion al 1.5% (p/v), agitar con una
barra magnética hasta su completa disolucién.
2.2. Utilizar la solucion anterior para preparar los medios de disolucion:
2.2.1. SV de Acido Clorhidrico 0.1 N 0 0.1M pég. 147 (Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos, 2014)
2.2.2. SA de Fosfatos pH 6.8 (Fosfato monobasico de potasio-Hidréxido de sodio)
pag. 175 (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 2014)
2.2.3. Colocar 900mL del medio de disolucion en cada vaso del disolutor
2.2.4. Esperar a que alcance una temperatura de 37 °C
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3. Prueba de disolucion intrinseca

3.1. Montar el aparato de Wood en el equipo de disolucion

3.2. Pesar aproximadamente 200 mg de curcumina Sigma Aldrich en un pesamuestra.

3.3. Proceder como se especifica en el Capitulo </087> Disolucion Intrinseca (The
United States Pharmacopeial, 2007), con una fuerza de 0.9 Ton. para formar el
compacto

3.4. Establecer las siguientes condiciones fijas durante todo el ensayo:
3.4.1. Temperatura del medio de disolucion 37°C
3.4.2. Velocidad de rotacién 75 rpm
3.4.3. Sin reemplazo del medio, se toman 5 mL de medio en cada tiempo de

muestreo a los 90, 120, 150, 180 y 210 min

2.3. Analizar las muestras obtenidas siguiendo el procedimiento de “Método analitico

en CLAR: Velocidad de disolucion intrinseca” descrito en la seccion anterior.

Figura 33 Formacion del compacto de curcumina y montaje del aparato de Wood para VDI
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1.Separacion de la curcumina

A partir de curcumina Sigma Aldrich la cual esta mezclada con sus otros dos
curcuminoides (demetoxicurcumina y bis-demetoxicurcumina) se hizo la cromatografia
preparativa, para aislar curcumina.

Con la fase mévil cloroformo: metanol=19:1 (v/v), el tamafio de particula de 200-500 pum,
en una columna de 4.5 x 46 cm, no logra la separacion de los curcuminoides. Las
cromatoplacas muestran desde la segunda fraccion recolectada mezcla de curcumina y
demetoxicurcumina (Fig. 34), indicando mala separacion.

Se cambi6 el tamafio de la columna de 4.5 x 46cm a 12 x 46 cm sin buenos resultados.

Figura 34 Cromatografia preparativa de curcuminoides y las fracciones recolectadas (izq.) y cromatoplacas de cada
fraccion para evaluar la separacion (der.)

La silica con tamafio de particula 9.5-11.5 pm y la columna de 4.5 x 46cm separa la
curcumina eficientemente, como se muestra en las Fig. 35 y 36. El sistema cromatdgrafico
se conectd a un sistema de vacio, asi el proceso de separacion dura alrededor de 8 horas.
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Figura 35 Cromatografia preparativa de curcuminoides eficiente (izq.) y seguimiento de la elucion mediante
cromatoplacas con deteccion UV a 365nm (centro) y a simple vista (der.)

Figura 36 Curcumina pura, obtenida en la cromatografia preparativa

La figura 37 a continuacion muestra graficos de 2D y 3D de curcumina, que caracterizan a
la curcumina en una corrida de HPLC, y en la Tabla 7 los parametros correspondientes.

6.1.1. Caracterizacion fisicoquimica
Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (CLAR)

Tabla 7 Parametros cromatograficos obtenidos en CLAR-DAD, de curcumina pura a 0.768 ug/mL

Tiempo de Angulo de Umbral de
retencion (min) pureza pureza

9.4 0.65 1.061 223758.2 16423 1.7504 1.2072 11155.99

Area Altura k” Factor de coleo N

(6)]
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Figura 37 Curcumina pura a 0.768 ug/mL : A)Espectro de curcumina Abs vs Long. de onda (nm), B) Long. de onda vs.
tiempo (min), C) Cromatograma Abs vs. Tiempo (min), D) Salida 3D del detector DAD Abs vs. Long. de onda (nm) vs.
Tiempo (min) y E) Salida 3D del detector DAD para el blanco Abs vs. Long. de onda (nm) vs. Tiempo (min)
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Espectrofotometria UV-Vis
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Figura 38 Espectros de curcumina concentracion de 8.32 ug/mL en agua

Su Amax (longitud méxima de absorcion) es 428 nm, donde tiene una absorbancia de 0.784
para 8.32 ug/mL. (Tomado de un stock en Acetonitrilo de 104 pg/mL)

Espectrometria de Infrarrojo Cercano (NIR)

Espectro infrarrojo cercano picos de absorbancia en 440,462, 503, 597, 658 y 682 cm
curcumina en estado solido

Figura 39 Espectro de infrarrojo cercano de curcumina pura

Debido a las limitaciones del equipo no se lograron obtener los picos caracteristicos que se
encuentran a un numero de onda mayor
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Espectro de Resonancia Magnética Nuclear *H y **C (RMN)

Figura 40 Espectro 1 H-RMN en DMSO de curcumina purificada
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Figura 41 Espectro 1 H-RMN en DM SO de curcumina purificada (acercamiento)
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Figura 42 Espectro 13C-RMN en DMSO de curcumina purificada

Tabla 8 Desplazamientos quimicos de Hidrogeno (H) y Carbono (C) en los espectros RMN *C y 'H de curcumina

H 6 (ppm)* 6 (ppm) C 6 (ppm)* | & (ppm)

1 6.08 6.05 1 101.37 | 100.93
3 6.78 6.79 2 183.71 | 183.26

4 7.57 7.57 3 123.64 123.2
6 7.35 7.33 4 141.22 | 140.77
9 6.85 6.84 5 126.82 | 126.36

10 7.18 7.14 6 111.79 111.3
Ar-OH 9.7 9.71 7 148.48 | 148.01
Ar-OCH3 3.86 3.82 8 149.48 | 149.38
9 116.19 | 115.71

10 121.57 121.1

Ar-
ocHs 56.16 55.7

*(Sueth-Santiago, Peron Mendes-Silva, Decoté-Ricardo, & Edilson Freire De Lima, 2015)

Los espectros de las figuras de 40-42 muestra los desplazamientos de la muestra de
curcumina y en la tabla 8 se hace una comparacién de los desplazamientos encontrados en
la muestra purificada comparada con los reportados en un articulo publicado.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)
Condiciones de adquisicion:

Instrumento: 6010LA

Voltaje: 10.00 Kv

Tiempo real: 40.04 s

Tiempo muerto: 0.00%
Velocidad de conteo: 81.00 CPS

Figura 43 Microscopias de curcumina purificada:
A) aumento x110, B) aumento x130, C) aumento x70y D) conteo atomico de la muestra

Con la caracterizacion fisicoquimica se evidencia que la fraccion obtenida de los
curcuminoides, se trata de curcumina con alta pureza quimica, esto mediante la
comparacion de resultados obtenidos, con resultados reportados en la bibliografia (RMN,
UV-Vis, CLAR y NIR). En el cromatograma de la Figura 37 esté la presencia de un solo
pico (curcumina), seguidos de los espectros UV-Vis, NIR y RMN con sus puntos
caracteristicos de la curcumina en cada espectro, los cuales concuerdan con los datos
reportados para la curcumina.

Por ultimo las imégenes son de cristales de curcumina recristalizados de CHCIz:CH3OH
19:1 (v:v) a temperatura ambiente.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

6.2.Definicion del sistema para cuantificar curcumina por CLAR

6.2.1. Desarrollo del método analitico por CLAR

Para encontrar las condiciones de trabajo se evaluaron varios factores controlados
(Composicion de la fase mavil, velocidad de flujo, columna, concentracion de curcumina y
volumen de inyeccion) se muestran los resultados cromatograficos de curcuminoides en
diferentes columnas.

Tabla 9 Resultados de pardametros cromatograficos con diferentes columnas cromatograficas

Velocidad L .
de flujo FED @] Columna LAS i Coleo Area N
g ATC:ACN (min) C-DMC
(mL/min)
1 50 50 Vydac C18,10p-4.6x250mm 0 0 0 0 0
1 50 50 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 10.95 2.29 1.09 3637737 | 10701.80
1 50 50 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 10.27 2.36 1.19 3797992 | 13280.37

Figura 44 Cromatogramas de diferentes columnas, curcumina sigma Aldrich 3.072 ug/mL

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

LEDEFAR

Tabla 10 Resultados de parametros cromatograficos con diferentes proporciones de fase movil

Velocidad L .
de flujo TS Columna Tr.C Rs Coleo Area N
. ATC:ACN (min) C-DMC

(mL/min)
1 50 50 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 10.95 2.29 1.09 6377378 | 10701.80
1 52 48 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 13.35 2.43 1.09 6311807 | 11366.64
1 54 46 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 16.29 2.57 1.09 6183101 | 11966.47
1 50 50 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 8.66 1.84 1.14 166399 8558.54
1 52 48 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 9.9 2 1.16 160413 9197.69
1 54 46 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 11.5 2.18 1.19 120069 | 10312.30

Figura 45 Cromatogramas de diferentes proporciones de fase movil

E RESULTADOS Y ANALISIS

Carlos Gerardo Sandoval Rivas



Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

LEDEFAR

Tabla 11 Resultados de parametros cromatograficos con diferentes velocidades de flujo

Velocidad L .
de flujo TS Columna Tr.C Rs Coleo Area N
. ATC:ACN (min) C-DMC
(mL/min)
1 52 48 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 13.35 2.43 1.09 6311807 | 11366.64
13 52 48 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 10.31 2.35 1.07 4910893 | 10282.17
1.5 52 48 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 9.00 2.27 1.05 4302328 | 9413.96
1.2 52 48 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 8.2 1.97 1.14 137070 8877.5
1.1 52 48 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 8.99 2 1.14 147530 9139.94
1 52 48 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 9.9 2 1.15 160413 9197.69

Figura 46 Cromatogramas de diferentes velocidades de flujo
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Analisis mediante modelo lineal generalizado por Area

Tabla 12 Analisis de varianza para drea

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 1.04867E14 5 2.09733E13 345.29 0.0000
Residuo 5.46673E11 9 6.07415E10

Total (Corr.) |1.05413E14 14

Tabla 13 Suma de cuadrados para drea

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Curcumina 1.54838E13 1 1.54838E13 254.91 0.0000
Vol_ Inyeccion 9.98023E12 1 9.98023E12 164.31 0.0000
VelFM 3.4654E12 1 3.4654E12 57.05 0.0000
Columna 7.56488E12 2 3.78244E12 62.27 0.0000
Residuo 5.46673E11 9 6.07415E10

Total (corregido) 1.05413E14 14

El modelo determinado para el &rea del pico mostro que el factor fase mévil (FM) tiene un
efecto nulo, o estadisticamente no significativo (p > 0.05). Por otro lado, hay una relacion
estadisticamente significativa entre Area y las variables restantes con un nivel de confianza
del 95.0%.

Por consiguiente, la ecuacion del modelo ajustado es

Area = -37291.3 + 4.36509E6*Curcumina + 2.63026E6*Vol_ Inyeccion - 898420.*VelFM
+ 1.04178E6*Y - 2.24381E6*Z

en donde:
Y =1 si Columna=Simmetry, -1 si Columna=Xbridge, 0 de lo contrario
Z =1 si Columna=Vydac, -1 si Columna=Xbridge, 0 de lo contrario

R? = 99.4814 porciento
Error estandar del est. = 246458.

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica 99.4814% de la variabilidad en
Area. El error estandar estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es
246458. Este valor puede utilizarse para construir limites de prediccion para nuevas
observaciones.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Tabla 14 Coeficientes del modelo su valor absoluto y el error estandar determinado para el area del pico

Parametro | Coeficiente Estimado del modelo | | Coeficiente estimado del modelo| | Error Estandar
CONSTANTE -37291.3 170810
Curcumina 4.37E+06 4365090 273399
Vol._ Inyeccién 2.63E+06 2630260 205197
VelFM -898420 898420 118945
ColumnaY 1.04E+06 1041780 201232
Columna z -2.24E+06 2243810 201232
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Figura 47 Coeficientes del modelo determinado para el area del pico

Los coeficientes del modelo indican como y cuanto afectan las variables en la respuesta, en
este caso el area, mostrando asi que esta respuesta depende en mayor medida de la
concentracion y volumen de inyeccion de curcumina y que el area es proporcional a estas
variables

X 1.E6)
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Simmetry Wdac Xbridge
Columna

Figura 48 Comportamiento del area del pico en funcion de la columna: Medias y 95.0% intervalos LSD

La figura 48 muestra el area promedio obtenida por columna y su comparacion,
graficamente Simmetry y Xbridge no tienen diferencia significativa ya que se traslapan los
intervalos, Vydac en cambio da respuestas bajas, asi que no es conveniente usarla.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Figura 49 Superficie de respuesta estimada para Area

Debido a la poca utilidad de Vydac en el analisis de curcumina se omiti6 su grafico de respuesta, en la figura 49 se muestra los
gréaficos que explican la manera que es afectada el &rea por los factores evaluados, los valores de los factores se muestran codificados,
para conocer su valor real se puede recurrir a la Tabla 51 en Anexos
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Analisis mediante modelo lineal generalizado para Tiempo de retencion

Tabla 15 Analisis de varianza para tiempo de retencion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Modelo 67.7972 4 16.9493 27.27 0.0000
Residuo 6.21464 10 (0.621464

Total (Corr.) 74.0118 14

Tabla 16 Suma de cuadrados para tiempo de retencion

Fuente Suma de Cuadrados (Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Columna 35.6332 2 17.8166 28.67 0.0001
VelFM 24.3459 1 24.3459 39.17 0.0001
FM 17.5091 1 17.5091 28.17 0.0003
Residuo 6.21464 10 ]0.621464

Total (corregido) 74.0118 14

El modelo determinado para el Tiempo de retencién (Tr) mostro que los factores volumen
de inyeccién (Vol_inyeccion) y concentracion de curcumina (curcumina) tiene un efecto
nulo, o estadisticamente no significativo (p > 0.05). Por otro lado, hay una relacion
estadisticamente significativa entre Tiempo de retencion (Tr) y las variables restantes con
un nivel de confianza del 95.0%.

Por consiguiente, la ecuacion del modelo ajustado es

Tr =8.63791 + 2.38028*Y - 1.69946*Z - 2.32539*VelFM + 1.76384*FM

en donde:

Y =1 si Columna=Simmetry, -1 si Columna=Xbridge, 0 de lo contrario

Z =1 si Columna=Vydac, -1 si Columna=Xbridge, 0 de lo contrario

R? = 91.6032 porciento
Error estandar del est. = 0.78833

n
El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica 91.6032 % de la variabilidad en cZ)
el Tiempo de retencion (Tr). El error estandar del estimado muestra que la desviacion j
estandar de los residuos es 0.78833. Este valor puede utilizarse para construir limites de 'z
prediccidn para nuevas observaciones. <
S
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Tabla 17 Coeficientes del modelo, su valor absoluto y el error estandar determinado para el tiempo de retencion de
curcuming

Parametro | Coeficiente Estimado del modelo | | Coeficiente estimado del modelo| | Error Estandar
CONSTANTE 8.63791 0.430146
ColumnaY 2.38028 2.38028 0.365655
Columna z -1.69946 1.69946 0.578288
VelFM -2.32539 2.32539 0.371528
FM 1.76384 1.76384 0.332305
3
]
c
w 2
S o
S o
|7} 1
S8
°E
335 °
= T > E
o -1 © [T
— c
S £
2 3 =
S S

Figura 50 Coeficientes del modelo determinado para el tiempo de retencion de curcumina

Los coeficientes del modelo indican como y cuanto afectan las variables en la respuesta, en
este caso el tiempo de retencidn es proporcional a la composicién de la fase movil y se ve
afectado de forma positiva por las columnas Simmetry y XBridge, asi también se muestra
que el tiempo de retencidon es inversamente proporcional a la velocidad de flujo

12.9 F
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= 99F
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6.9

Simmetry Vydac Xbridge
Columna

Figura 51 Comportamiento del tiempo de retencion en funcion de la columna: Medias y 95.0% intervalos LSD

La columna Vydac muestra alta variabilidad en | tiempo de retencién y Simmetry tiempos
de retencién altos, estas caracteristicas se buscan evitar, para seleccionar el método se
busca que haya baja variabilidad en las respuestas y el tiempo de retencion mas bajo es
ideal

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Figura 52 Superficie de respuesta estimada para Tiempo de retencion

En la figura 52 se muestra los gréaficos de superficie para las tres columnas ensayadas,
donde el tiempo de retencidn (Tr) esta en funcion de dos factores: proporcion de la fase
mévil (FM) vy velocidad de flujo (VelFM) los cuales modifican la respuesta
significativamente. Como muestran los graficos, el Tr aumenta proporcionalmente a la fase
movil més polar [54:46 ~ ATC (0.1%) : ACN] e inversamente proporcional a la velocidad
de la fase mévil. Los valores de los factores se muestran codificados, para conocer su valor
real se puede ver la Tabla 51 en la seccién Anexos.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Analisis mediante modelo lineal generalizado para Resolucion

Tabla 18 Analisis de varianza para resolucion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Modelo 5.1499 4 1.28747 391.66 0.0000
Residuo 0.0328723 10 (0.00328723

Total (Corr.) 5.18277 14

Tabla 19 Suma de cuadrados para resolucion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Columna 4.36285 2 2.18142 663.60 0.0000
Curcumina 0.183344 1 0.183344 55.77 0.0000
FM 0.124213 1 0.124213 37.79 0.0001
Residuo 0.0328723 10 (0.00328723

Total (corregido) 5.18277 14

El modelo determinado para la Resolucion (Rs) mostro que los factores volumen de
inyeccion (Vol_inyeccion) y Velocidad de fase mévil (VelFM) tiene un efecto nulo, o
estadisticamente no significativo (p > 0.05). Por otro lado, hay una relacion
estadisticamente significativa entre Resolucion (Rs) y las variables restantes con un nivel
de confianza del 95.0%.

Por consiguiente, la ecuacion del modelo ajustado es

Rs = 1.48356 + 0.796298*Y - 1.56766*Z + 0.252588*Curcumina + 0.168492*FM
en donde:

Y =1 si Columna=Simmetry, -1 si Columna=Xbridge, 0 de lo contrario

Z =1 si Columna=Vydac, -1 si Columna=Xbridge, 0 de lo contrario

R-Cuadrada = 99.3657 porciento
Error estandar del est. = 0.0573344

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica 99.3657% de la variabilidad en
la Resolucion (Rs). El error estandar del estimado muestra que la desviacion estdndar de los
residuos es 0.0573344. Este valor puede utilizarse para construir limites de prediccion para
nuevas observaciones.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Tabla 20 Coeficientes del modelo, su valor absoluto y el error estandar determinado para la resolucion de curcumina-
demetoxicurcumina (C-DMC)

Parametro | Coeficiente Estimado del modelo | | Coeficiente estimado del modelo| | Error Estandar
CONSTANTE 1.48356 0.0241548
Columna 0.796298 0.796298 0.0282681
Columna -1.56766 1.56766 0.0454552
Curcumina 0.252588 0.252588 0.0338216
FM 0.168492 0.168492 0.0274102
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Figura 53 Comportamiento de la Resolucion en funcion de la columna: Medias y 95.0% intervalos LSD

No existe Resolucion en la columna Vydac y no hay diferencia significativa entre usar la
columna Simmetry o Xbridge como se muestra en la figura 53 ya que los intervalos de
ambas columnas se traslapan.
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Figura 54 Coeficientes del modelo determinado para la resolucion Curcumina-Demetoxicurcumina (C-DMC)

Los coeficientes del modelo indican como y cuanto afectan las variables en la respuesta, en
este caso la resolucién es proporcional a la concentracion de curcumina y a la composicion
de la fase mévil (entre mas polar, mayor resolucion) y se ve afectado de forma positiva por
las columnas Simmetry y XBridge.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

VelFM=0.0,Vol_ Inyeccion=0.0,Columna=Xbridge
Rs
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Figura 55 Superficie de respuesta estimada para resolucion

En la figura 55 se muestra los graficos que explican la manera que los factores evaluadas
modifican la respuesta Resolucién (Rs), la columna Vydac no aparece debido a que no
existe una resolucién de picos

La respuesta Resolucion es modificada significativamente por los factores: curcumina y
composicion de la fase movil.

Como muestran los graficos la Resolucion aumenta proporcionalmente a la concentracion
de curcumina y a la Fase mévil mas polar [54:46 ~ ATC (0.1%) : ACN].

Los valores de los factores se muestran codificados, para conocer su valor real se puede
recurrir a la Tabla 51 en Anexos
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina LEDEFAR
Tabla 21 Resultados de parametros cromatograficos con diferente volumen de inyeccion a 1 mL/min
Concentracion pRlImEr Fase
de curcumina |, de. , movil Columna Tr.C i Coleo | Area N
(ug/mL) inyeccion ATC:ACN (min) | C-DMC
(L)

0.832 10 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.372 - 1.04 46866 | 12755.03
0.832 20 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.399 - 1.05 95531 | 12419.05
0.832 30 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm 12.4 - 1.07 | 143774 | 12306.96
0.832 50 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.439 - 1.08 |241512 | 11463.9
0.832 100 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.481 - 1.11 | 482517 | 10485.81
0.104 10 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.444 - 1.00 8736 7440.9
0.104 20 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.462 - 1.01 13072 | 6470.93
0.104 30 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.487 - 0.88 17540 | 8166.38
0.104 50 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.478 - 0.91 28009 | 10291.97
0.104 100 52 | 48 | XBridge C18, 5um,4.6x250mm | 12.513 - 0.97 52976 | 9945.06

Figura 56 Grafica de ajuste de regresion del volumen de inyeccion de curcumina 0.832 pg/mL y 0.104 ug/mL

Resumen estadistico

Tabla 22 Estadisticas de la regresion de la linealidad del volumen de inyeccion

Modelo lineal ajustado 0.832 pg/mL | | Modelo lineal ajustado 0.104 pg/mL

Area=4840.8(Concentracién) - 1274.7 Area=495.87 (Concentracion) + 3239.69

Coeficiente de correlacion 0.9999 Coeficiente de correlacion 0.9997

Coeficiente de determinacion R? 0.9999 Coeficiente de determinacion R? 0.9994
Coeficientes Coeficientes

Intercepcion (b) -1274.7244 Intercepcion (b) 3239.6929

Pendiente (m) 4840.8267 Pendiente (m) 495.8787

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

El estadistico R? indica que el modelo ajustado explica 99.99% de la variabilidad en Area.
El coeficiente de correlacion es igual a 0.9999, es decir que la mayoria de los puntos
experimentales se encuentran sobre una linea recta para una concentraciéon de 0.832 pg/mL
de curcumina y que por lo tanto hay una relacion lineal entre el volumen de inyeccion y el
area del pico.

El estadistico R? indica que el modelo ajustado explica 99.97% de la variabilidad en Area.
El coeficiente de correlacion es igual a 0.9994, es decir que la mayoria de los puntos
experimentales se encuentran sobre una linea recta para una concentracion de 0.104 pg/mL
de curcumina y que por lo tanto hay una relacion lineal entre el volumen de inyeccion y el
area del pico.

(Miller & Miller, 2002)

Indicando asi que al modificar el volumen de inyeccion no cambiara la respuesta (area de
pico) impredeciblemente, sino que lo hard proporcionalmente segin el modelo obtenido
para cada concentracion, dentro del rango experimentado de 10-100 L.

Asi se cambio el volumen de 20 a 50 uL, aumentando el &rea de pico y disminuyendo el
ruido del sistema que se tenia con 20 pL también disminuyo la variabilidad de las lecturas,
volviéndose mas conveniente usar 50 pL.

Figura 57 Cromatogramas de diferentes volumenes de inyeccion a 1 mL/min
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina LEDEFAR
Tabla 23 Resultados de parametros cromatograficos de curcumina con diferentes tratamientos de filtrado a 1 mL/min
Tratamiento Concentracion Fase movil TrC Rs Coleo Area N
(ng/mL) ATC:ACN (min) C-DMC

Millipore Nylon 0.2 um 0.832 52 48 12.40 - 0.94 12310 9993.23
Millipore Nylon 0.2 um 0.832 52 48 12.38 - 0.99 13135 10174.09
Millipore Nylon 0.2 um 0.832 52 48 12.41 - 0.97 13789 9364.45
Acrodisc Nylon 0.45 um 0.832 52 48 12.40 - 1.08 85940 12449.54
Acrodisc Nylon 0.45 um 0.832 52 48 12.41 - 1.14 86804 12378.4
Acrodisc Nylon 0.45 pum 0.832 52 48 12.41 - 1.12 87604 12417.96
Acrodisc GHP 0.45 um 0.832 52 48 12.39 - 1.12 107643 12208.37
Acrodisc GHP 0.45 um 0.832 52 48 12.41 - 1.11 109630 12195.71
Acrodisc GHP 0.45 um 0.832 52 48 12.42 - 1.10 109998 12256.05
N.A 0.832 52 48 12.38 - 1.11 111168 12533.29

N.A 0.832 52 48 12.38 - 1.12 110441 12506.18

N.A 0.832 52 48 12.41 - 1.08 112199 12138.95

Acrodisc GHP 0.45 um 0.104 52 48 12.45 - 1.16 10770 10372.83
Acrodisc GHP 0.45 um 0.104 52 48 12.45 - 1.08 11310 10731.14
Acrodisc GHP 0.45 um 0.104 52 48 12.46 - 1.28 11872 14207.08
N.A 0.104 52 48 12.43 - 1.28 10366 12362.75

N.A 0.104 52 48 12.44 - 1.13 10747 13120.03

N.A 0.104 52 48 12.44 - 1.25 12462 11361.94

N.A =No hay tratamiento de filtrado

Figura 58 Cromatogramas de diferentes tratamientos de filtrado
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Andlisis estadistico del tratamiento de filtrado

Tabla 24 Resumen estadistico del area para curcumina 0.832 pg/mL

. . L . Porcentaje que atraviesa el filtro
Tratamiento Recuento|Promedio|Desviacion Estandar %
0
Acrodisc GHP 0.45 um 3 109090. 1266.86 98.04
Acrodisc Nylon 0.45 pum 3 86782.7 832.205 77.99
Millipore Nylon 0.2 um 3 13078.0 741.146 11.75
N.A 3 111269. 883.37 100
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Figura 59 Comparacion de medias e intervalos de confianza HSD en los tratamientos de filtracion para curcumina a
0.832 ug/mL

Tabla 25 ANOVA del tratamiento de filtracion de curcumina a 0.832 ug/mL

Fuente Suma de Cuadrados (Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.90457E10 3 6.34857E9 7001.18 0.0000
Intra grupos 7.25428E6 8 906785.

Total (Corr.) 1.90529E10 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las 4 variables con un nivel del 95.0% de
confianza.

Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se realizd la
Prueba de Multiples Rangos para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Pruebas de Rangos Multiples

Tabla 26 Comparacion multiple para determinar las medias significativamente diferentes de otras. Método: diferencia
honestamente significativa (HSD) de Tukey 95 %

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
Millipore Nylon 0.2 um 3 13078.0 |X

Acrodisc Nylon 0.45 um 3 86782.7 X

Acrodisc GHP 0.45 um 3 109090. X

N.A 3 111269. X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Acrodisc GHP 0.45 um - Acrodisc Nylon 0.45 um * 22307.7 2488.98
Acrodisc GHP 0.45 um - Millipore Nylon 0.2 um * 96012.3 2488.98
Acrodisc GHP 0.45 um - N.A -2179.0 2488.98
Acrodisc Nylon 0.45 um - Millipore Nylon 0.2 um * 73704.7 2488.98
Acrodisc Nylon 0.45 um - N.A * -24486.7 2488.98
Millipore Nylon 0.2 um - N.A * -98191.3 2488.98

* indica una diferencia significativa.

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey.

Como resultado se encontrd que no hay diferencia significativa entre:

e Acrodisc GHP 0.45 pm - N.A

Se comparan las medias de estas dos variables que no tienen diferencia estadisticamente
significativa.

X 1000)
113 F =

12 b =
1 b =

10 b .

Area

109 | E
108 | E

107 £ E
Acrodisc GHP 0.45 pm NA
Tratamiento

Figura 60 Comparacion de medias e intervalos de confianza LSD en los tratamientos de filtracion para curcumina a
0.832 ug/mL
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Tabla 27 ANOVA del tratamiento de filtracion de curcumina a 0.832 ug/mL » Acrodisc GHP 0.45 um - N.A

Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 7.12206E6 1 7.12206E6 5.97 0.0709
Intra grupos 4.77056E6 4 1.19264E6
Total (Corr.) 1.18926E7 5

Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor que 0.05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las 2 variables con un nivel del 95.0% de
confianza. Y el porcentaje de retencion del filtro a 0.832 pug/mL es de 1.96 %, menor del
2% que se indica como maximo adecuado para la retencion del analito.

Tabla 28 Resumen estadistico del area para curcumina 0.104 pg/mL
Porcentaje que atraviesa el filtro

Tratamiento Recuento| Promedio| Desviacion Estandar %
(]
Acrodisc GHP 0.45 um 3 11317.3 551.037 101.126
N.A 3 11191.7 1116.51 100
X'1000)
124 F - ]
© .
11.6 — —
o] C N
Q112 -
< C ]
10.8 — —
104 [ e ]
10 - -
Acrodisc GHP 0.45 pm NA
Tratamiento

Figura 61 Comparacion de medias e intervalos de confianza LSD en los tratamientos de filtracion para curcumina a
0.104 ug/mL

Tabla 29 ANOVA del tratamiento de filtracion de curcumina a 0.104ug/mL

Fuente Suma de Cuadrados (Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos [23688.2 1 23688.2 0.03 0.8697
Intra grupos 3.10048E6 4 775121.

Total (Corr.) 3.12417E6 5

Puesto que el valor-P es mayor que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de las 2 variables con un nivel del 95.0% de confianza.

Y el porcentaje de retencion del filtro a 0.104 ug/mL es de -1.126 %, menor del 2% que se
indica como maximo adecuado para la retencion del analito.

Por los resultados analizados el filtro adecuado para utilizar en este trabajo es Acrodisc
GHP 0.45 um ya que es el filtro con menor influencia en la respuesta de area, permitiendo
el filtrado de las muestras sin retencion significativa del analito curcumina.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Validacion del sistema
Adecuabilidad

Para verificar que el sistema cromatdgrafico es apto para realizar analisis, se determiné la
reproducibilidad del equipo, con los siguientes criterios de aceptacion:

Factor de coleo < 2
Coeficiente de variacion % del tiempo de retencion (Tr) < 2%
Coeficiente de variacion % del area < 2%

Tabla 30 Resultados de adecuabilidad para cuantificar curcumina

Parametro Resultado
Factor de coleo 1.2
Tiempo de retencidon C.V. % 0.24
Area C.V, % 0.495
Numero de platos tedricos | 11133.96

Previo a la realizacion de cada prueba de la validacién se realizd la prueba de
adecuabilidad, cumpliendo los parametros de aceptacion

Linealidad

En la Tabla 22 se presentan los resultados obtenidos de la curva de calibracion del estandar
de curcumina, usando como medio de disolucion la fase movil en un intervalo de
concentraciones de 0.096 a 0.768 pg/mL, la curva contiene 5 sistemas por triplicado cada
sistema.

Tabla 31 Concentracion de curcumina (ug/mL) y su respuesta analitica (area) obtenidas para evaluar la linealidad del
sistema

Sistema Concentracion Area
(ng/mL)

1 0.096 27120

1 0.096 26871
1 0.096 27058 n
2 0.192 54285 7
2 0.192 55374 —
2 0.192 56536 j
3 0.384 108503 Z.
3 0.384 108801 <
3 0.384 108671 i
4 0.576 163871 wn
4 0.576 164938 @)
4 0.576 163404 )
5 0.768 220306 g
5 0.768 221274 =
5 0.768 218563 )
N
=
[
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

En la siguiente grafica se muestra la linealidad de la curva de calibracién, mostrando el
aumento proporcional de la respuesta con al aumento de la concentracion de curcumina

Figura 62 Area en funcion de la concentracion de curcumina para evaluar la linealidad del sistema.
Modelo: Area = 286283 (Concentracion) - 391.069

En la siguiente tabla se presentan los parametros estadisticos obtenidos del analisis de
regresion, los cuales se encuentran dentro de los limites de aceptacion establecidos.

Tabla 32 Resultados del andalisis de regresion e intervalo de confianza (95%) de la ordenada al origen

Parametros estadisticos de la regresion | Valor obtenido
R 0.9999
R2 0.9998
Pendiente 286283.24
Intercepto -391.07
IC (Bo) -1485.79 a 703.66

A continuacidén, se muestra un analisis de varianza que evalUa la linealidad del sistema, las
hipotesis son las siguientes:

Hipotesis:
- Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion y el area.
- Ha: Existe una relacion lineal entre la concentracion y el area.

Criterios de aceptacion:
- Si F cal < F critica se acepta Ho

- Si F cal >F critica se rechaza Ho
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Tabla 33 Analisis de varianza realizado para determinar la relacion lineal entre la concentracion de curcumina y la

respuesta analitica (area)

Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Fuente de variacion | Grados de libertad | Suma de cuadrados | Cuadrados medios | F calculada F critica
Modelo 1 74324057802 74324057802 71185.37764 1.08701E-25
Residuos 13 13573191.34 1044091.642
Total 14 74337630993

Estadisticamente, existe una relacion lineal entre la concentracion y el area de curcumina,
ya que Fcal > Feritica.

Precision
Los resultados obtenidos de los tres niveles de concentracion por sextuplicado para evaluar

la precision del sistema se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 34 Concentracion de curcumina (ug/mL) y su respuesta analitica (area) obtenidas para evaluar la precision del

sistema
S Concentracion Area Area/ 3
(ng/mL) Concentracion
1 0.768 204139 265805.99
1 0.768 202723 263962.24
1 0.768 200873 261553.39
1 0.768 202372 263505.21
1 0.768 201443 262295.57
1 0.768 201370 262200.52
2 0.384 102017 265669.27
2 0.384 99155 258216.15
2 0.384 100224 261000.00
2 0.384 101326 263869.79
2 0.384 101126 263348.96
2 0.384 98186 255692.71
3 0.096 26384 274833.33
3 0.096 25343 263989.58
3 0.096 24788 258208.33
3 0.096 24908 259458.33
3 0.096 24808 258416.67
3 0.096 25656 267250.00
Promedio 262737.56
Desv. Est. 4303.95
CV.% 1.64

El valor del coeficiente de variacion obtenido se encuentra dentro del criterio de aceptacion
establecido (C. V. < 2%), por lo que se afirma que la dispersién de los datos es minima y
por lo tanto el sistema se considera preciso.
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

6.2.3. Solubilidad de productos con curcumina

La solubilidad evaluada del producto que contiene curcumina “Curcumin from Curcuma
longa ( Turmeric), pow der” Sigma A ldrich Lot#08IM1611V E nsayo ~70% (HPLC) se
realiz6 en el medio de disolucién utilizado para realizar los ensayos de Velocidad de
Disolucion Intrinseca; Tween 1.5 % en agua destilada mediante el método de “saturation
shake-flask” y se determiné por HPLC

Tabla 35 Resultados de la solubilidad de curcumina y de la concentracion en los medios de disolucion
Concentracion de curcumina (ug/mL)

Solucion de Acido

Tween 1.5 % en agua
destilada

SA de Fosfatos pH 6.8 con
Tween 1.5 %

Clorhidrico 0.1 N con
Tween 1.5 %

Solubilidad

93.088

Ultimo punto de muestreo

0.45

0.37

Los medios de disolucion alcanzaron en el Ultimo punto de muestreo una concentracion de
curcumina de 0.45 pg/mL en la Solucion de Fosfatos y 0.37 pg/mL en la solucion de Acido
Clorhidrico.

El 15% de la solubilidad maxima de curcumina en el medio evaluado es 13.96 ug/mL

Por tanto, la prueba de VDI para curcumina cumple con el requisito de condicion sink, “la
concentracion del soluto nunca llega a mas del 10 al 15% de su solubilidad maxima”

Cs>>>Ct
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

6.3.Velocidad de disolucion intrinseca

6.3.1. Desarrollo del método para perfiles de VDI de curcumina

6.3.1.1. Desarrollo en UV-Vis
Con los siguientes medios de disolucion:
Solucién Tween 80 al 1% con HCI 0.1 N pH=1.35, Buffer de Acetatos pH= 4.5y Buffer de

acetatos 6.8

Solucién DSS 80 al 1% con HCI 0.1 N pH=1.2, Buffer de Acetatos pH= 4.5 y Buffer de
acetatos 6.8 se obtuvieron los siguientes espectros de curcumina Sigma Aldrich

Tabla 36 Absorbancias en diferentes medio de disolucion y diferentes concentraciones de curcumina tomadas a 425 nm

Tween 80 al 1% Dodecilsulfato de sodio al 1%
Curcumina Sigma | 20 ug/mL | 50 ug/mL| 20 pg/mL 50 pg/mL
Abs Abs Abs Abs
HCI 2.4776 3.26918 2.5952 3.3999
Acetatos 2.1815 3.2369 2.2647 3.2788
Fosfatos 1.8393 3.2231 0 0

Figura 63 A)Solucion Twy DSS al 1%, B) Solucion Twy DSS al 1% en HCI 0.1 N, C) Solucion Twy DSS al 1% en
Buffer de acetatos, D) Solucion Twy DSS al 1% en Buffer de fosfatos

El medio de disolucion con dodecilsulfato de sodio es incompatible con el buffer de
fosfatos y se precipita el medio de disolucion

Carlos Gerardo Sandoval Rivas
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Figura 64 Espectro de curcumina sigma Aldrich 20 ug/mL en 3 medios de disolucion con Tween 80 al 1%

Comparando los diferentes medios de disolucion hay diferencia en sus solubilidades, mas
no hay un efecto batocromico/hipsocromico por efecto del pH y por lo tanto se tomaron
lecturas a la longitud de onda 425 nm para los 3 medios

Para realizar la prueba de velocidad de disolucién intrinseca, en la siguiente tabla se
muestran los factores que se evaluaron en la VDI de curcumina

Tabla 37 Factores a evaluar en VDI de curcumina con cuantificacion en espectrofotometria UV-Vis

Volumen del Temperatura | Tween 80 Velocidad de Fuerza de .
. N .. compresion Medio pH
medio (°C) (%) agitacion (rpm)
(Ton.)
900 37 0.5 50 1 HCI 1.38
900 37 0.5 100 0.5 HCI 1.14
900 37 0.5 50 1 Acetatos 4.49
900 37 0.5 100 0.5 Acetatos 4.5
900 37 0.5 50 1 Fosfatos 6.9
900 37 0.5 100 0.5 Fosfatos 6.9
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

A continuacion, se muestra en la Figura 65 las graficas de Abs vs tiempo de curcumina y en
el apartado de Anexos la Tabla 52 las absorbancias de cada punto, con las siguientes

condiciones:
Condicion 1

e 50rpm

e 1t de fuerza de compresion
e Tween 80 al 0.5%
e 900 mL el volumen del medio de disolucion

0.05

0.04

0.03

Abs

0.02

0.01

Lineal (Acetatos)

Lineal (Fosfatos)

— — Lineal (HClI)

0 50

100 150
Tiempo (min)

200 250

Figura 65 Regresion de las lecturas de abs vs tiempo de la curcumina sigma Aldrich en diferentes medios

Tabla 38 Resultados Abs vs tiempo de curcumina sigma Aldrich condicion 1

Medio

Modelo

RZ

HCI

0.00004 x + 0.0134

0.6147

Acetatos

0.0001 x +.0054

0.9607

Fosfatos

0.0001 x + 0.0142

0.9242
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

A continuacion, en la Figura 66 se muestran las graficas de Abs vs tiempo de curcumina, y
en el apartado de Anexos la Tabla 53 las absorbancias de cada punto, con las siguientes
condiciones:

Condicién 2

e 100 rpm

e 0.5 Toneladas (t) de fuerza de compresion

e Tween 80 al 0.5%

e 900 mL el volumen del medio de disolucién

0.12 Lineal (Acetatos)
. / -
01 Lineal (Fosfatos) P _
— — Lineal (HCl) -~
~
0.08 P
~
'2 0.06 _ -
=
~
0.04 P =
=

=

0.02
0
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (min)

Figura 66 Regresion de las lecturas de abs vs tiempo de la curcumina sigma Aldrich en diferentes medios

Tabla 39 Resultados Abs vs Tiempo de curcumina sigma Aldrich condicion 2
Medio Modelo R?

HCI 0.0003 x + 0.0144 | 0.9783

Acetatos | 0.0003 x + 0.0134 | 0.9914

Fosfatos | 0.0003 x + 0.0081 | 0.9972
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6.3.1.2.

Por las concentraciones tan bajas se muestran como resultado y la falta de especificidad
(entre curcuminoides) se continuo el desarrollo ahora con una cuantificacion por CLAR con

Desarrollo en CLAR

Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

DAD
Tabla 40 Factores a evaluar en VDI de curcumina con cuantificacion en CLAR con DAD
Volumen del Temperatura Tween 80 Velocidad de agitacion Fuerza de .
; o L. Medio pH
medio (°C) (%) (rpm) compresion (T)

900 37 1.5 75 0.7 HCI 1.3
900 37 1.5 75 0.7 Acetatos 4.45
900 37 1.5 75 0.7 Fosfatos 6.6
900 37 0.5 50 1 HCI 1.3
900 37 0.5 50 Acetatos 4.49
900 37 0.5 50 1 Fosfatos 6.9

A continuacion, en la Figura 67 se muestran las graficas de VDI Cantidad disuelta por area
(mg/cm?) en funcion del tiempo (min) de curcumina. En la Tabla 55 en el apartado de
Anexos se encuentran la cantidad disuelta por area (mg/cm?) de cada tiempo de los medios
analizados con las siguientes condiciones:

e 50rpm

e 1T de fuerza de compresion

e Tween 80 al 0.5%

e 900 mL el volumen del medio de disolucién

1.4
Lineal (HCI)
'%T 1.2 Lineal (Acetatos)
}UD 1 Lineal (Fosfatos)
E
- 0.8
g
< 06
©
(5]
B 04
5
o 0.2
0
0 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo (min)

Figura 67 Regresiones lineales de curcumina en los diferentes medios para evaluar VDI k=mg/min/cm’

Tabla 41 Velocidad de disolucion intrinseca, obtenida por regresion lineal

k (mg/cm2/min) R2
HCI 0.0032 0.9667
Acetatos 0.0027 0.9406
Fosfatos 0.0039 0.9824
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

A continuacion, en la Figura 68 se muestran las graficas de VDI Cantidad disuelta por area
(mg/cm?2) en funcion del tiempo (min) de curcumina. En la Tabla 56 en el apartado de
Anexos se encuentran la cantidad disuelta por area (mg/cm?) de cada tiempo de los medios
analizados con las siguientes condiciones

e /5rpm

e 0.7 T de fuerza de compresion

e Tween 80 al 1.5%

e 900 mL el volumen del medio de disolucién

1.4
== == |ineal (HCI)

1.2 Lineal (Acetatos)
Lineal (Fosfatos)

1
0.8 -~
0.6 -

0.4 - =

Cantidad/Area (mg/cm?2)
\

0.2

0 50 100 150 200
Tiempo (min)

Figura 68 Regresiones lineales de curcumina en los diferentes medios para evaluar VDI k=mg/min/cm’

Tabla 42 Velocidad de disolucion intrinseca, obtenida por regresion lineal

k (mg/cm?2/min) R2
HCI 0.0044 0.9791
Acetatos 0.0052 0.8716
Fosfatos 0.005 0.8982
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Anélisis mediante modelo lineal generalizado para constante £ de VDI

Tabla 43 Analisis de varianza para constante k de VDI

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 0.00000384 1 0.00000384 14.31 0.0194
Residuo 0.00000107333 4 2.68333E-7

Total (Corr.) [0.00000491333 5

Tabla 44 Suma de cuadrados para constante k de VDI

Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Fuerza de compresion  [0.00000384 1 0.00000384 14.31 0.0194
Residuo 0.00000107333 4 2.68333E-7

Total (corregido) 0.00000491333 5

El modelo determinado para la constante de disolucion intrinseca (k) mostro que los
factores velocidad de agitacion (rpm), Tween (%) y pH tienen un efecto nulo, o
estadisticamente no significativo (p > 0.05). Por otro lado, hay una relacion
estadisticamente significativa entre constante de disolucion intrinseca (k) y las variables
(Fuerza de compresion) restantes con un nivel de confianza del 95.0%.

Por consiguiente, la ecuacion del modelo ajustado es:
k =0.00406667 - 0.0008*Fuerza de compresion

R? = 78.1547 porciento
Error estandar del est. = 0.000518009

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica 78.1547 % de la variabilidad en
la Resolucion (Rs). El error estandar del estimado muestra que la desviacion estdndar de los
residuos es 0.000518009. Este valor puede utilizarse para construir limites de prediccion
para nuevas observaciones.

Tabla 45 Coeficientes del modelo su valor absoluto y el error estandar determinado constante k de VDI

Parametro Coeficiente Estimado del modelo | | Coeficiente estimado del modelo| | Error Estandar
CONSTANTE 0.00406667 0.00021148
Fuerza de compresion -0.0008 0.0008 0.00021148
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Grafica del Modelo Ajustado Tween=0.0
Velocidad de agitacion=
pH=0.0

(0. OOO&%%

47 | .
42 | -
37 | -

32 —

A T
-1 -0.6 -0.2 0.2 0.6 1
Fuerza de compresion

Figura 69 La respuesta k (mg/cm’/min) en funcioén de la fuerza de compresién (factor con efecto significativamente
estadistico)

El modelo determinado para la constante de disolucion intrinseca (k) mostro que los
factores wvelocidad de agitacion (rpm), Tween (%) y pH tienen un efecto nulo, o
estadisticamente no significativo (p > 0.05), asi por lo tanto la constante k esta en funcion
de la fuerza de compresion (Ton.)

Y la constante de disolucion (k) es inversamente proporcional a la fuerza de compresion,
aungue el valor de k, realmente es muy ligeramente afectado por la fuerza de compresion
por lo que se muestra en el modelo

k = 0.00406667 - 0.0008*Fuerza de compresion
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Desarrollo de un método para la caracterizacion del perfil de disolucion de productos con curcumina

Con los resultados encontrados en el desarrollo del método de VDI se determinaron las
condiciones para realizar el método de disolucidn intrinseca para curcumina en el aparato
de Wood y se muestran a continuacion:

Medios farmacopeicos:

e HCI0.1MpH=1.2
e Buffer de fosfatos pH=6.8.
Ambos con una concentracion de Tween 1.5%

Comprimido:

e 200 mg Curcumina Sigma Aldrich
e 0.9 Toneladas (t) fuerza de compresién

Condiciones de la disolucion:

e 37°C

e /5rpm

e 900 mL medio de disolucion

e 5 mL de muestra sin reposicion del medio

Tabla 46 Valores de K para curcumina obtenidos en medios diferentes y otros parametros estadisticos

Buffer de Fosfatos
HCl (0.1 M) pH 1.5 oH 6.8
Constante de velocidad de disolucion intrinseca k (mg/min/cm?) 0.00279 0.0033
R 0.99 0.99
R2 0.98 0.98
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Figura 70 Velocidad de disolucion intrinseca de curcumina en solucion buffer de fosfatos y solucion de HCl 0.1 N
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Figura 71 Efecto del pH en la velocidad de disolucion intrinseca

Como se demostro en el andlisis del desarrollo del método de disolucién, el factor pH del
medio de disolucion tiene una influencia nula o estadisticamente no significativa (p > 0.05)
sobre la velocidad de disolucion intrinseca, probablemente debido a que dentro del rango
evaluado de pH (1.2-6.8) la molécula permanece como la misma especie no ionizada.
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7. CONCLUSIONES

Se caracterizo la VDI de la curcumina en 2 medios de disolucion para simular el ambiente
gastrointestinal y comparar el efecto del pH sobre la constante de VDI.

Se aislé la curcumina a partir de una mezcla de curcuminoides mediante cromatografia
preparativa, para utilizarla como estandar de referencia.

Se desarroll6 un método analitico validado mediante HPLC para cuantificar curcumina en
un perfil de disolucién para la caracterizacion de la Velocidad de Disolucién Intrinseca

Se establecieron las condiciones de operacion para lograr caracterizar los perfiles de
disolucion con los siguientes resultados:

e HCIO0.1IN pH 1.5 es k=0.00279 (mg/min/cm?)
e Buffer de fosfatos pH 6.8, k=0.0033 (mg/min/cm?)

O
! CONCLUSION
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9. ANEXOS

Figura 72 Solvente cloroformo; espectro 1H-RMN en CDCls (Cloroformo deuterado) y TMS (Tetrametilsilano) como fuente de H' y referencia respectivamente
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Figura 73 Solvente metanol; espectro 1H-RMN en CDCIs (Cloroformo deuterado) y TMS (Tetrametilsilano) como fuente de H' y referencia respectivamente
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Tabla 47 Resultados cromatograficos para la adecuabilidad del sistema en la cuantificacion de curcumina

Velocidad de flujo (mL/min) F:;Z:R:nl (-rl:r:i:\:) C-[F;;II c Coleo Altura k’ N Concentracion (ug/mL) Area
1.1 52 48 9.35 - 1.20 16423 1.75 11155.99 0.768 222660
1.1 52 48 9.36 - 1.21 16445 1.75 11175.78 0.768 222697
1.1 52 48 9.37 - 1.20 16444 1.76 11163.66 0.768 224133
1.1 52 48 9.38 - 1.20 16435 1.76 11229.74 0.768 224000
1.1 52 48 9.41 - 1.18 16356 1.77 10944.63 0.768 225301
Promedio 9.37 1.20 | 16420.60 1.76 11133.96 223758.200
Desuv. Est. 0.02 0.01 37.18 0.01 109.70 1108.080
CV. % 0.24 0.75 0.23 0.38 0.99 0.495

Tabla 48 Resultados cromatograficos para la linealidad del sistema en la cuantificacion de curcumina

Velocidad de flujo (mL/min) F;;zx:::l (-r:iﬁ) C-[F;;II c Coleo Altura k’ N Concentracion (pg/mL) Area
1.1 52 48 9.36 - 1.28 2017 1.75 11341.42 0.096 27120
1.1 52 48 9.35 - 1.20 1989 1.75 11345.88 0.096 26871
1.1 52 48 9.31 - 1.24 2056 1.74 12018.65 0.096 27058
1.1 52 48 9.30 - 1.23 4128 1.74 11914.87 0.192 54285
1.1 52 48 9.37 - 1.17 4198 1.76 11891.98 0.192 55374
1.1 52 48 9.41 - 1.16 4278 1.77 12025.96 0.192 56536
1.1 52 48 9.33 - 1.20 8203 1.74 11650.19 0.384 108503
1.1 52 48 9.33 - 1.22 8143 1.74 11475.84 0.384 108801
1.1 52 48 9.34 - 1.19 8163 1.75 11504.30 0.384 108671
1.1 52 48 9.32 - 1.22 12329 1.74 11490.03 0.576 163871
1.1 52 48 9.31 - 1.22 12362 1.74 11286.31 0.576 164938
1.1 52 48 9.34 - 1.21 12128 1.75 11421.22 0.576 163404
1.1 52 48 9.36 - 1.19 16570 1.75 11645.57 0.768 220306
1.1 52 48 9.33 - 1.20 16657 1.74 11559.24 0.768 221274
1.1 52 48 9.30 - 1.21 16611 1.74 11673.36 0.768 218563
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Tabla 49 Resultados cromatograficos para la precision del sistema en la cuantificacion de curcumina

Velocidad de flujo (mL/min) F;'SI"‘:::'RE‘I:III (-rl;:iﬁ) C-[F;;II c Coleo Altura k’ N Concentracion (pg/mL) Area
1.1 52 48 9.353 - 1.229 14927 1.751 10769.50 0.768 204139
1.1 52 48 9.373 - 1.217 14740 1.757 10795.12 0.768 202723
1.1 52 48 9.384 - 1.202 14651 1.760 10914.66 0.768 200873
1.1 52 48 9.382 - 1.209 14942 1.759 10686.27 0.768 202372
1.1 52 48 9.439 - 1.201 14517 1.776 10663.88 0.768 201443
1.1 52 48 9.433 - 1.197 14534 1.774 10753.41 0.768 201370
1.1 52 48 9.468 - 1.214 7227 1.785 10366.94 0.384 102017
1.1 52 48 9.423 - 1.215 6984 1.771 10550.50 0.384 99155
1.1 52 48 9.456 - 1.192 7141 1.781 10539.46 0.384 100224
1.1 52 48 9.462 - 1.175 7257 1.783 10570.44 0.384 101326
1.1 52 48 9.458 - 1.207 7182 1.782 10264.32 0.384 101126
1.1 52 48 9.463 - 1.211 7031 1.783 10557.14 0.384 98186
1.1 52 48 9.495 - 1.124 1703 1.793 11131.40 0.096 26384
1.1 52 48 9.470 - 1.174 1829 1.785 10713.72 0.096 25343
1.1 52 48 9.450 - 1.153 1793 1.779 10770.36 0.096 24788
1.1 52 48 9.481 - 1.149 1788 1.789 10673.96 0.096 24908
1.1 52 48 9.466 - 1.152 1773 1.784 10386.13 0.096 24808
1.1 52 48 9.471 - 1.202 1831 1.786 10299.71 0.096 25656

Nivel a codificar — Nivel central

Nivel codificado = 2 *

Nivel alto —nivel bajo

Figura 74 Formula para codificar factores
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Tabla 50 Factores controlados durante el desarrollo del método analitico y sus respuestas

Concentracion Composicion fase Volumen de Velocidad de flujo fase

curcumina movil inyeccion movil el

Curcumina FM Vol. Inyeccion VelFM Columna Area RT Rs
pg/mL v/v ATC(0.1 %) uL mL/min Nombre min | C-DMC
3.072 50 20 1 Vydac C18,10p-4.6x250mm 0 0 0
3.072 50 20 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 3637737 | 10.95 | 2.286
3.072 50 20 1 Xbridges C18, 5um,4.6x250mm 3797992 | 10.273 | 2.363
2.304 50 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 6377378 | 10.95 | 2.290
2.304 52 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 6311807 | 13.35 | 2.430
2.304 54 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 6183101 | 16.29 | 2.570
0.576 50 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 166399 | 8.66 1.840
0.576 52 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 160413 9.9 2.000
0.576 54 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 120069 11.5 2.180
2.304 52 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 6311807 | 13.35 | 2.430
2.304 52 50 13 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 4910893 | 10.31 | 2.350
2.304 52 50 1.5 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 4302328 9 2.270
0.576 52 50 1.2 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 137070 8.2 1.970
0.576 52 50 1.1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 147530 | 8.99 2.000
0.576 52 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm 160413 9.9 2.000
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Tabla 51 Factores controlados durante el desarrollo del método analitico y su codificacion

Velocidad
Concentracion | Composicion | Volumen de de flujo e o
curcumina fase movil inyeccion fase el Codificacion
movil

Curcumina FM Vol. Inyeccion | VelFM Columna Curcu FM Vol. Inyeccién | VelFM Columna
ug/mL v/v ATC (0.1%) uL mL/min Nombre
3.072 50 20 1 Vydac C18,10u-4.6x250mm 1 -1 -1 -1 Vydac
3.072 50 20 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 1 -1 -1 -1 Simmetry
3.072 50 20 1 Xbridge C18, 5um,4.6x250mm 1 -1 -1 -1 Xbridge
2.304 50 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 0.38461538 -1 1 -1 Simmetry
2.304 52 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 0.38461538 0 1 -1 Simmetry
2.304 54 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 0.38461538 1 1 -1 Simmetry
0.576 50 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm -1 -1 1 -1 Xbridge
0.576 52 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm -1 0 1 -1 Xbridge
0.576 54 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm -1 1 1 -1 Xbridge
2.304 52 50 1 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 0.38461538 0 1 -1 Simmetry
2.304 52 50 13 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 0.38461538 0 1 0.2 Simmetry
2.304 52 50 1.5 Simmetry C18, 5um,4.6x250mm 0.38461538 0 1 1 Simmetry
0.576 52 50 1.2 XBridge C18, 5um,4.6x250mm -1 0 1 -0.2 Xbridge
0.576 52 50 1.1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm -1 0 1 -0.6 Xbridge
0.576 52 50 1 XBridge C18, 5um,4.6x250mm -1 0 1 -1 Xbridge
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Tabla 52 Resultados de absorbancia de la disolucion de curcumina Sigma Aldrich de la Condicion 1

Tiempo (min) Acetatos Fosfatos HCL
Abs Abs Abs

5 0.0031 0.0117 0.0115

15 0.0078 0.0147 0.0174

30 0.0088 0.0240 0.0113

60 0.0140 0.0214 0.0173

90 0.0186 0.0302 0.0182

150 0.0238 0.0346 0.0189

200 0.0278 0.0430 0.0207

Tabla 53 Resultados de absorbancia de la disolucion de curcumina Sigma Aldrich. Condicion 2

Tiempo (min Acetatos Fosfatos HCL
Abs Abs Abs

30 0.0202 0.0148 0.0176

60 0.0302 0.0246 0.0337

90 0.0450 0.0356 0.0498

120 0.0561 0.0444 0.0608

180 0.0735 0.0599 0.0799

240 0.0910 0.0759 0.0964

280 0.1012 0.0878 0.1057

Tabla 54 Factores controlados durante el desarrollo del método de disolucion, su codificacion y la respuesta correspondiente

Carlos Gerardo Sandoval Rivas

Codificacion Respuesta
pH Tween 80 Velo.cid?(’i de | Fuerza de pH Tween Velo.cid?(’i de Fuerza de K
agitacion compresion agitacion compresion
% rpm Ton. mg/cm2/min
13 1.5 75 0.7 -1 1 1 -1 0.0044
4.45 1.5 75 0.7 0.125 1 1 -1 0.0052
6.6 1.5 75 0.7 0.8928 1 1 -1 0.005
13 0.5 50 1 -1 -1 -1 1 0.0032
4.49 0.5 50 1 0.1392 -1 -1 1 0.0027
6.9 0.5 50 1 1 -1 -1 1 0.0039
N
o
P
=
Z
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Tabla 55 Resultados y cdlculos de la velocidad de disolucion intrinseca en condiciones: 50 rpm, 1 Ton, Tween 80 al 0.5%

. 4 Concentracion Cantidad Disuelta a Cantidad Disuelta/Area
Tiempo Area Volumen Area .
(min) (mg/mL) mL) (mg) () (mg/cm?)
HCl | Acetatos | Fosfatos HCl Acetatos | Fosfatos HCl | Acetatos | Fosfatos HCl | Acetatos | Fosfatos
30 15610 16330 19287 | 0.000056 | 0.000058 | 0.000069 900 0.0503 | 0.0526 | 0.0619 0.5 |0.1006| 0.1051 | 0.1237
60 31145 20380 30437 | 0.000110 | 0.000073 | 0.000108 895 0.0986 | 0.0649 | 0.0964 0.5 |10.1972| 0.1299 | 0.1928
90 28587 40007 37007 | 0.000101 |0.000141 | 0.000131 890 0.0901| 0.1256 | 0.1163 0.5 10.1802 | 0.2512 | 0.2325
120 52690 51027 70250 | 0.000185 | 0.000180 | 0.000247 885 0.1641| 0.1590 | 0.2184 0.5 10.3282| 0.3179 | 0.4368
150 72205 56777 79082 | 0.000254 | 0.000200 | 0.000278 880 0.2232 | 0.1757 | 0.2443 0.5 |0.4463 | 0.3515 | 0.4886
180 101492 | 77310 114577 | 0.000356 | 0.000271 | 0.000402 875 0.3114| 0.2375 | 0.3514 0.5 |10.6228 | 0.4750 | 0.7028
210 112490 | 102310 | 137335 | 0.000394 | 0.000359 | 0.000481 870 0.3430| 0.3121 | 0.4185 0.5 |10.6861| 0.6242 | 0.8371
240 134052 | 126675 | 153027 | 0.000470 | 0.000444 | 0.000536 865 0.4062 | 0.3839 | 0.4636 0.5 10.8124| 0.7679 | 0.9271
310 151960 | 124492 | 190125 | 0.000532 | 0.000436 | 0.000665 860 0.4577| 0.3752 | 0.5723 0.5 |0.9153| 0.7503 1.1446

Tabla 56 Resultados y calculos de la velocidad de disolucion intrinseca en condiciones: 75 rpm, 0.7 Ton, Tween 80 al 1.5%

A Concentracion Cantidad Disuelta A Cantidad Disuelta/Area
. ., Area Volumen Area
Tiempo (min) (mg/mL) (ml) (mg) (cm2) (mg/cm2)

Vasol Vaso2 Vaso3 Vaso4 Vasol Vaso2 Vaso3 Vaso4 Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4
90 51939 | 51429 | 58261 | 51521 | 0.00018 | 0.00018 | 0.00020 | 0.00018 900 0.1645 | 0.1629 | 0.1844 | 0.1632 | 0.5 | 0.3290| 0.3258 | 0.3688 | 0.3264
120 78674 | 65692 | 76124 | 67115 | 0.00028 | 0.00023 | 0.00027 | 0.00024 895 0.2472 | 0.2066 | 0.2392 | 0.2110 | 0.5 |0.4944|0.4132|0.4784 | 0.4221
150 97390 | 93645 | 100985 | 98148 | 0.00034 | 0.00033 | 0.00035 | 0.00034 890 0.3040 | 0.2923 | 0.3152 | 0.3063 | 0.5 | 0.6080 | 0.5847 | 0.6303 | 0.6127
180 119566 | 112243 | 122356 | 118156 | 0.00042 | 0.00039 | 0.00043 | 0.00041 885 0.3708 | 0.3482 | 0.3795 | 0.3665 | 0.5 |0.7417 | 0.6964 | 0.7589 | 0.7329
210 140139 | 132501 | 147018 | 137313 | 0.00049 | 0.00046 | 0.00051 | 0.00048 880 0.4320 | 0.4085 | 0.4531| 0.4233 | 0.5 |0.8639|0.8170 | 0.9062 | 0.8466
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Tabla 57 Resultados y calculos de la velocidad de disolucion intrinseca caracterizacion Buffer Fosfatos

Tiempo (min) Area Concentracion (mg/mL) e
Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vaso6 Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vasob
90 59951 | 57092 55493 | 56899 | 51479 0.00021 | 0.00020 | 0.00000 | 0.00020 | 0.00020 | 0.00018 900
120 78963 | 76144 | 72700 | 73043 68812 0.00028 | 0.00027 | 0.00026 | 0.00026 | 0.00000 | 0.00024 895
150 95286 | 88650 | 90222 | 91824 | 91729 | 87665 0.00033 | 0.00031 | 0.00032 | 0.00032 | 0.00032 | 0.00031 890
180 107426 | 102248 | 107464 | 106990 | 109055 | 100451 0.00038 | 0.00036 | 0.00038 | 0.00038 | 0.00038 | 0.00035 885
210 122786 | 117769 | 125489 | 128377 | 127437 | 116288 0.00043 | 0.00041 | 0.00044 | 0.00045 | 0.00045 | 0.00041 880

. . Cantidad Disuelta (mg) a Cantidad Disuelta/Area (mg/cm?) .

LT ) Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vaso6 R (i) Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vaso6 Promedio | Desv.Est| %CV
90 0.1897 | 0.1807 | 0.0012 | 0.1757 | 0.1801 | 0.1631 0.5 0.3794 | 0.3614 0.3514 | 0.3602 | 0.3261| 0.3557 0.0194 | 5.4582
120 0.2481|0.2393 | 0.2285| 0.2296 | 0.0012 | 0.2163 0.5 0.4962 | 0.4785 | 0.4570 | 0.4592 0.4327 | 0.4647 0.0240 |5.1554
150 0.2974 1 0.2768 | 0.2817 | 0.2867 | 0.2864 | 0.2737 0.5 0.5949 | 0.5536 | 0.5634 | 0.5734 | 0.5728 | 0.5475 | 0.5676 0.0169 | 2.9705
180 0.3333|0.3173 | 0.3334 | 0.3320| 0.3383 | 0.3117 0.5 0.6666 | 0.6346 | 0.6668 | 0.6639 | 0.6767 | 0.6235 | 0.6553 0.0211 | 3.2250
210 0.3786 | 0.3632 | 0.3869 | 0.3958 | 0.3929 | 0.3587 0.5 0.7573|0.7264 | 0.7739 | 0.7916 | 0.7859| 0.7173 | 0.7587 0.0310 |4.0877

Tabla 58 Resultados y calculos de la velocidad de disolucion intrinseca caracterizacion Buffer HCI

Tiempo (min) Area Concentracion (mg/mL) e
Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vasob Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vasob
90 47234 | 48516 | 50952 | 51674 | 46282 | 44266 0.00017 | 0.00017 | 0.00018 | 0.00018 | 0.00016 | 0.00016 900
120 61455 | 63215 | 56895 | 65248 | 61746 | 56057 0.00022 | 0.00022 | 0.00020 | 0.00023 | 0.00022 | 0.00020 895
150 73854 | 76483 | 71563 | 80355 | 77215 | 70573 0.00026 | 0.00027 | 0.00025 | 0.00028 | 0.00027 | 0.00025 890
180 84789 | 88082 |90026 | 93082 | 92465 | 85155 0.00030 | 0.00031 | 0.00032 | 0.00033 | 0.00032 | 0.00030 885
210 102215 | 101478 105037 | 105610 | 103945 0.00036 | 0.00036 | 0.00000 | 0.00037 | 0.00037 | 0.00036 880
. . Cantidad Disuelta (mg) a Cantidad Disuelta/Area (mg/cm?) .
UL ) Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vaso6 G (i) Vasol | Vaso2 | Vaso3 | Vaso4 | Vaso5 | Vaso6 Promedio | Desv.Est| %CV
90 0.1497 | 0.1538 | 0.1614 | 0.1637 | 0.1467 | 0.1404 0.5 0.2994 | 0.3075 | 0.3228 | 0.3274 | 0.2935| 0.2808 | 0.3052 0.0177 |5.8131
120 0.1933|0.1989 | 0.1791 | 0.2052 | 0.1943 | 0.1765 0.5 0.3867 | 0.3977 | 0.3582 | 0.4104 | 0.3885| 0.3529 | 0.3824 0.0225 | 5.8807
150 0.2308 | 0.2390 | 0.2237 | 0.2510| 0.2413 | 0.2206 0.5 0.4616 | 0.4780 | 0.4474 | 0.5020 | 0.4825| 0.4412 | 0.4688 0.0230 |4.9093
180 0.2633|0.2735| 0.2795 | 0.2890 | 0.2871 | 0.2645 0.5 0.5266 | 0.5470 | 0.5590 | 0.5779| 0.5741| 0.5289 | 0.5523 0.0220 |3.9756
210 0.3154 | 0.3131 | 0.0012 | 0.3241 | 0.3258 | 0.3207 0.5 0.6308 | 0.6263 0.6481 | 0.6517 | 0.6414 | 0.6397 0.0109 |1.7077
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