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Introduccion

I. INTRODUCCION.

El desarrollo de nuevas rutas de administracién en medicina veterinaria o los
nuevos sistemas de liberacién, que son capaces de controlar la liberacién son
de gran interés. Sobre todo los que se aplican en rumiantes que incluyen vacas,
borregos y cabras cuyas caracteristicas fisioldgicas dan la oportunidad para la
administracion de éste tipo de formas farmacéuticas. Las razones de
importancia para el desarrollo de éste tipo de sistemas son: 1) reducir el
estrés al animal 2) reduccién de costos, en términos de dinero y tiempo.
Ademds resulta interesante estudiar si el fdrmaco contenido en la forma
farmacéutica es liberado y posteriormente absorbido, esto es posible mediante
diversas pruebas, desarrolladas in-vitro, una de las mds caracteristicas es la
de disolucién, la que puede proveer informacion necesaria de la liberacién de un
fdrmaco a partir de un sistema asi como las interacciones del fdrmaco con el

resto de los componentes de ka formulacion.

En la parte experimental de éste trabajo, considerando la importancia de las
pruebas de disolucion como una prucba de control de calidad, de guia en el
desarrollo y optimizacion del proceso como medio de obtencion de Ia.
aprobacién reglamentaria de formas sdlidas orales, se reahzaron dichas
pruebas a bolos de sulfametazina fabricados bajo diferentes condiciones

Ademads. se determind la constante de velocidad de disolucion intrinseca para

la materia prima (sulfametazina sddica) y se evalué el efecto del tipo de

proveedor sobre la constante
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El trabajo consta de cuatro capitulos, en los que se abordan entre otros temas,
los relacionados al proceso de disolucién. En el primer capitulo se presentan
las caracteristicas generales de la sulfametazina sédica y de los excipientes de
la formulacidn; en el segundo se hace mencién de aspectos generales de la
disolucién in-vitro entre ellos se describen algunas ecuaciones importantes que
se utilizan para explicar éste fenémeno, en el tercer capitulo se analizan los
factores que afectan la prueba de disolucion haciendo la clasificacion de
acuerdo a factores que dependen del sistema y los que se relacionan al proceso
tecnoldgico y en el ultimo capitulo se analizan los modelos empleados para la

comparacidn de perfiles de disolucidn.
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II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar los factores que pueden explicar el comportamiento de los perfiles de
disolucién de sulfametazina sddica utilizando el aparato 2 USP y bolos

fabricados bajo diferentes condiciones.
2.2 Objetivos particulares

v Llevar a cabo la prueba de disolucién (liberacién in-vitro) de
sulfametazina a partir de bolos de liberacién prolongada para evaluar

los perfiles de disolucién.

v Determinar las constante de velocidad de disolucidn intrinseca de

Sulfametazina Sédica.

v Estudiar el mecanismo de liberacion de sulfametazina sédica a partir de

bolos elaborados bajo diferentes condiciones de fabricacion.

v Determinar y jerarquizar las condiciones de fabricacién que afectan el
comportamiento de los perfiles de disolucion de la Sulfametazina

Sédica
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III. MARCO TEORICO

1. CARACTERISTICAS DE EXCIPIENTES DE LA FORMULACION DE
BOLOS DE SULFAMETAZINA

1.1 Caracteristicas g?nemles de la Sulfametazina Sédica
1.1.1 Nombre Quimico
4Amino-N-(4,6-dimetil-2-piridimidinil) bencenosulfonamida (Clarke. Volume I.
1978. pdg. 548-549)
1.1.2 Nombre comun y sinénimos
Sulfametazina, Sulfadimerazina, Sulfamidina,

Sulfadimetilpirimidina, sulfadimina (Clarke. Volume I. 1978. pdg.548)

1.1.3 Estructura Quimica

Figl Estructura Quimica de la Sulfamerazina Sddica
Peso Molecular 300.33 g/mol
Formuka C,pH NNa OS5

1.1.4 Solubilidad

Soluble 1 gramo en 2.5 ml de agua y ! en 60 ml de etanol (Clarke Volume I

pig.549.)

TESIS CON s
FALLA DE ORIGEN
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1.1.5 Descripcidn
Polvos o cristales higroscépicos de color blanco, pueden obscurecerse
ligeramente por exposicidn a la luz. En exposicion prolongada al aire himedo,
absorbe diéxido de carbono y su solubilidad en agua disminuye. (Remington 1998

pég.1934)

1.1.6 Generalidodes de la Sulfametazina
La sulfametazina sédica tiene un uso similar al de la sulfametazina base y
puede ser administrada por via intramuscular o intravenosa como solucion de !
gramo en 3 ml 108 gramos de sulfametazina sédica son equivalentes a

aproximadamente 1.0 gramo de sulfametazina base (Remington 1996 pdg.1934)

1.2 Caracteristicas Generales del Aceite de Castor Hidrogenado(Cutina)

1.2.1 Nombre quimico: Gliceril-tris-hidroxiestearato

1.2.2 Nombre comin: Castorwax, Castorwax MP 70, Castorwax MP 80,
Cenwachs G, Cerit SH, Opalwax. Sterotexk, Ceroxin, Cutina

1.2.3 Formula Quimica C=xO9Hjp Peso molecular 934g/mol

1.2.4 Color y Aspecto:

Puede encontrarse como polvo fino blanco o ligeramente amarillo o como
hojuelas blancas de consistencia cerosa: el rango de punto de fusion es de
85-88°C.

1.2.5 Solubilidad: Insoluble en agua, soluble en acetona, tetracloruro de

carbono y cloroformo (10%)
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1.2.6 Aplicaciones en Formulaciones Farmacéuticas: como agente de
recubrimiento, como excipiente de formas tipo matriz que retardan la

liberacién de fdrmacos asi como lubricante (Handbock of Excipients pag. 49-50)
1.3 Caracteristicas Generales de Estearato de Magnesio

1.3.1 Nombre quimico: Acido Octadecanoico

1.3.2 Nombre comin y sindnimos: Estearato de magnesio, Estearato
metadlico, Sal de Magnesio

1.3.3 Férmula Quimica C3sH70MgO4. Peso molecular 591.3g/mol

1.3.4 Color y Aspecto: Polvo fino blanco, de baja densidad: inoloro e
insaboro.

1.3.5 Solubilidad: Insoluble en agua, alcohol y éter. ligeramente soluble en
alcohol caliente y benceno.

1.3.6 Aplicaciones en Formulaciones Farmacéuticas: se emplea como
lubricante de cdpsulas y tabletas asi como antiadherente. (Handbook of

Excipients. pdg. 173-175).
2. DISOLUCION IN_-VITRO
2.1 Definicién de Disolucion
La disolucidn estd definida como el proceso por el cual un compuesto quimico 6

fdrmaco sélido, llega a estar disuelto en un disolvente, formdndose una solucion

homogénea, controlado por la afimidad entre la sustancia sélida y el disolvente.
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Varios autores coinciden en que la disolucién es un tipo especifico de reaccién
heterogénea que comprende dos tipos de procesos: la reaccién o interaccion
del sélido con el solvente y el movimiento del farmaco a la solucion por medio
de alguin tipo de proceso de transporte

2.2 La Disolucién y su relacién con la velocidad de absorcién de un

principio activo

La velocidad de absorcidn de un fdrmaco que se administra en forma sélida,
oralmente, estd controlada por la disolucién y la absorcién propiamente. Si la
disolucion de un fdrmaco en los fluidos en el sitio de absorcién es un paso lento,
entonces la absorcion estd limitada por ésta etapa, en éstos casos la absorcién
se ve afectada por el tipo de forma farmacéutica que se administra, ya que la
liberacién del principio activo es diferente en cada una de ellas.

Es decir la velocidad de disolucidn constituye la etapa limitante de la absorcién

en la siguiente secuencia:

Disolucién : Absorcion : -
MEDICAMENTO f » | FARMACOEN > FARMACO
sOLIDO SOLUCION ABSORBIDO
: L

e e R

Fig2. Etapas de la absorcion de un fdrmaco ( Aache 3 M 1983 pag 127)

Ei proceso de disolucion precede al proceso de absorcidn y por lo tanto
cualquier factor que |.nf|uyo sobre la velocidad de disolucion, también influira
sobre la velocidad de absorcidny como consecuencia la velocidad de absorcion
puede afectar al comienzo, a la intensidad y a la duracién de la respuesta

bioldgica.
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2.3 Mecanismos de Disolucién

Para que las particulas de principio activo contenidas en una tableta comiencen
a disolverse en los fluidos del tracto gastrointestinal, es necesario, primero
que las moléculas de soluto se desprendan de la superficie del sélido y
entonces pasen al solvente por medio de algin tipo de proceso de transporte
de masa. El proceso de disolucién de particulas sélidas ha sido explicado por
medio de diversos modelos.

Pero el modelo de la capa de difusion, ha demostrado ser el mas atil para el
estudio del proceso de disolucién, la utilidad estd dada por la capactdad del

modelo para explicar los resultados experimentales.

2.3.1 Modelo de la capa de Difusién ( Teoria de la pelicula)

El modelo fue propuesto por Nernst y Brunner, en el se asume una pelicula
estdtica de liquido adyacente a la superficie del sdlido (capa de Nernst-
Brunner) Se conside}'a a una pelicula de espesor h y una disminucion de
velocidad en direccidn perpendicular a la superficie. Se asume que el cambio es
rdpido. en la interfase de la pelicula sélido-liguido. Cuando las moléculas pasan o
la interfase pelicula/liquido-pelicula/lecho de la solucidn. se forma una mezcla

y se destruye el gradiente de concentracion.

La difusién es la que controla el proceso de disolucidn, se lleva a cabo sobre la
pelicula de solvente que rodea al sélido: la difusion de las moléculas es de la

superficie del sélido a la pelicula y de ésta al solvente (medio de disolucion)
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Ademds se debe suponer que las particulas se disuelven isotrépicamente y bajo
condiciones en las que la concentracion disuelta aumenta a medida que se
efectua la disolucidn y que la solubilidad S, es independiente del tamadio de las
particulas,

Esta teoria supone, que la velocided de disolucidn depende sélo del proceso de
difusion y éste disminuye con el tiempo. ya que a medida que el proceso de
disolucion avanza, el gradiente de concentracion disminuye, asi también
disminuye el drea superficial del sélido expuesto al ataque del liquido de

disolucidn.

Pelicula
SOLIDO

Seno del
R medio
de Disolucion

‘—__—.———-’ i A eyt
Espesor (h) de
la pelicula

Fig3. Modlelo de la capa de difusidn (Corstensen Jens. 1977. pég 66 )

2.3.2 Ecuaciones relacionadas con el modelo de capa de difusidn

2.3.2.1 Ecuacion de Noyes-Whitney

Noyes y Whitney fueron los primeros en estudiar la velocidad de disolucion,
desde un punto de vista cuantitativo, agitando cilindros que contenian dcido

benzoico en agua bajo condiciones controladas {Carstensen. 1977 .pig.63-64)
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Elios, consideraron que durante la disolucién, el drea superficial permanece

constante y propusieron la siguiente ecuacion:

M Kags - )
ar

Donde:

‘ ';' = Velocidad de disolucidn del sélido en el liquido
[¢

m= Masa disuelta

= Constante de velocidad de disolucion

= Tiempo
= Superficie del sélido expuesto a la accién del disolvente

t
k
A
S= Solubilided del sélido en el disolvente

C = Concentracidn del sélido en el disolvente a tiempo t

2.3.2.2 Nernst y Brunner

Nernst y Brunner generalizaron la ley de Noyes-Withney,

segin ellos la

velocidad de disolucion esta determinada por las velocidades de los procesos

de difusion involucrados en el sistema

Establecieron una relacién entre la constante de velocidad de disolucion y el

coeficiente de difusion del soluto en el medio disolvente que se presenta a

continuacidn. El coeficiente de difusion se define como la cantidad de soluto

que se difunde por unidad de drea en una unitdad de tiempo (con dimensiones de

drea por unidad de tiempo)
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Donde:
V= Volumen de disolvente
h= Grosor (Espesor) de la capa de difusidn
D= Coeficiente de difusién del soluto en el medio solvente

K= Constante de veiocidad de disolucion

Para sistemas en los que se mide la velocidad de disolucién intrinseca, donde no

existe variacion en la superficie del sélido que se disuelve, se considera lo

siguiente:
. _ D4
Vh
Donde:
A= Area expuesta al medio de disolucidn

Estas ecuaciones fueron desarrolladas en base a la aplicacion de la Primera Ley
de Difusion de Fick y la ecuacign desarrollada por Noyes-Whitney

(LewisJ.Lesson. 1974 p.2-3)

La ley de difusidn de Fick puede expresarse como sigue. el cambio en la
cantidad (dm) de una sustancia que difunde, a una temperatura constante
conforme cambia el tiempo (d7) a través de un plano perpendicular al drea (S).
que es directamente proporcional al cambio de concentracion (dC) e
inversamente proporcional g la distancia recorrida (d)x, lo que se expresa por

la siguiente ecuacion:
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dm - -Dn dC
dr dx

Donde:

dm
ot

= Velocidad de disolucién del sélido en e! liquido

D= Coeficiente de difusidn

A= Area expuesta

de=  Diferencial de concentracion

dx=  Diferencial de la distancia recorrida por la sustancia

dC
dx

= Gradiente de concentracién

2.3.3 Otros modelos teéricos

2.3.3.1 Ley de la Raiz Cuadrada de Higuchi

Existen algunos otros modelos tedricos utilizados para explicar la disolucidén de
p}'incipios activos. La ecuacion mds utilizada para explicar la liberacién de
fdrmacos dispersos en una matriz insoluble, en donde la velocidad de liberacidn
del férmaco se relaciona con un proceso de difusién, es la del modelo de la raiz
cuadrada de Higuchi.

Para la deduccion ésta ecuacion se considera que una tableta conteniendo una
determinada cantidad en g de fdrmaco; con una porosidad « y un tiempo t, en
el que estd expuesto el fédrmaco al medio de disolucion, el liquido penetra a una
distancia de h ¢cm en la tableta La cantidad liberada por unidad de drea a
tiempo t es denotada como Q y la concentracién de saturacion es S g/cm’ Para

ello se tienen las siguientes ecuaciones.
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Q=Ah-05"Seh (ec.l)
J dQ=[4-05"5 ¢]ah (ec.2)
Donde:

Cantidad de fdrmaco liberada por unidad de drea a tiempo t
Fraccién de fdrmaco en la forma farmacéutica

Porosidad

Tiempo

Constante de proporcionalidad igual a 2DS

Donde:

Coeficiente de difusion del fdrmaco en el medio de disolucidn

Solubilidad del fdrmaco

De la primera Ley de Fick esto se presenta como{considerando que el gradiente

de concentracion es S € }{Carstensen Jens T. 1977, pdg. 173-174)

AN
dQ _ DS (ec.3)
i h

Sustituyendo la ec.2:

o . [4-05°5¢€] ';h : fec.4)
t

ot

Combinado laec.3y 4:

3 DS e ‘ :
hdh=| —0seSe |ar | (ec.5)

13
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Integrando la ecuacién 5:

DSe ]

05* K=
A-05*S e

(ec.6)

En condiciones iniciales, se hace una integracion de la constante igual a cero,
introduciendo la ec.1:
H- & (ec.7)
(A-05"5¢)

Finalmente, con la ec.7 resulta la siguiente expresion:
Q= [2DS e (A-05%5¢e) |72 17 (ec.8)
Esta ecuacién puede expresarse también como:(Carstensen. 1977, pig146)
Q=[rkaer |7 (ec.9)

A partir de ésta ecuacidn se relaciona a la cantidad de fdrmaco lberada
denotada Q a tiempo t y para encontrar la constante de veloctdad de disolucién
de la raiz cuadrada (k'?) de maonera experimental se reahza un grdfico del
porcentaje disuelto de fdrmaco contra la raiz cuadrada del tiempo(Fig4),
también es posible utilizar el porcentaje de farmaco no disuelto En donde se
observa una relacion lineal y un hiempo de latencia (1,) el que es una medida del
tiempo necesario para que las particulas de farmaco difundan del sistema

(tableta) de acuerdo a la teoria de la copa de difusion al medio de disolucion
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%Disuelto ‘r

m: A;/z

to Raiz Cuadrada deTiempo

Fig4. Disolucion de un fdrmaco de acuerdo a la Ley de /a Raiz cuadrada

2.4 Determinacién de la velocidad de disolucién

Después de la administracion de una forma farmacéutica sélida oral, es
necesario que el 6 los principios activos contenidos. se liberen de ésta, la
liberacidn del principio activo a partir de la tableta puede ser expresada como
la velocidad de disolucién 6 como el tiempo requerido para que un fdrmaco
pueda disolverse. La veloctdad de disolucion se puede determinar por dos tipos
de métodos generales: de superficie constante y de superficie no constante.
2.4.1 Métodos de superficie constante

En éstos métodos se mantiene el drea superficial constante que es expuesta al
solvente, y se determina la veloctdad de disolucion intrinseca del compuesto, la
que es caracteristica de un compuesto solido y solvente dados bajo condiciones

experimentales previamente fijadas.

2.4.1.1D1solucidn Intrinseca
La velocidad de disolucién intrinseca es defirida como la velocidad de

disolucién de una sustancig, cuando las condiciones como el drea superficial,
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temperatura, velocidad de agitacién, pH del medio de disolucién permanecen
constantes.

La evaluacion de la disolucidn intrinseca de una sustancia, es importante para
demostrar la pureza quimica y en algunos casos la equivalencia quimica de lote a

lote.

2.41.2 Métodos para Determinar la Constante de Velocidad de

Disolucién Intrinseca

La evaluacién de la disolucidn intrinseca se realiza, con ayuda del "Aparato de
Wood". Los componentes del aparato son: la matriz, la placa metdlica, el
punzén, los tornillos, el empaque y la varilla. algunos de ellos se muestran en la

siguiente figura.

Fig. 5 Componentes del "Aparato de Wood”

A continuacién se describen los pasos para realizar la prueba de disolucién:
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1) Acoplar la placa metdlica a la base de ia matriz.

Fig6. Arornillamiento de la plato metdlico a la base de /a marriz

2) Colocar el material de prueba en la cavidad de la matriz con un

didmetro de 0.8cm.

Fig7. Adicidn del polvo a la cavidad de la matriz.

3) Insertar el punzén en la cavidad de la matriz.

Fig8.Insertar el punzon a la cavidad de la matriz.
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4) Comprimir el polvo en una prensa hidrdulica (se recomienda

comprimir durante un tiempo de 4-5 min @ 2000 psi).

Fig9. Compresidn del polvo

5) Liberar la matriz de la placa metélica (se puede observar el drea

expuesta)

FiglO. Compacto formado expuesto a un drea superficiol constante
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6) Colocar el empaque y unir con la varilla.

Figll Varilla metdlica con la matriz lista para montar al aparato de

disolucion.

7) Montar la varilla(asta) metdlica que contiene a la matriz en el

aparato de disolucién

Se recomienda que el vaso de disolucidn contenga 900 ml de medio de
disolucién a una temperatura de 37°C. La distancia de la cara inferior de la
matriz al fondo del vaso debe ser de 1 pulgada. De preferencia la disolucién
debe desarrollarse a una velocidad de agitacion de 50rpm: es apropiado un
colector de muestras automatizado para extraer las alicuotas del medio de

disolucién (Pharmaceuticat Technology 2001 pdg 48)

La velocidad con la que una sustancia va a la solucién, cuando ésta se disuelve

en un liquido se explica por la ecuacién de Noyes-Whitney:

dm
= RAS-C
& ( )

19
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dm
di

=

Donde:

= Velocidad de disolucién del sélido en el liquido

Masa disuelta

Tiempo

Constante de velocidad de disolucidn

Superficie del sélido expuesta a la accién del disolvente
Solubilidad del sélido en el disolvente

Concentracidn del sdlido en el disolvente a tiempo t

Y mediante una modificacidn, considerando que la ecuacidn expresa que en un

inicio, cuando C es pequeiia, la velocidad de disolucion es proporcional a la

solubilidad, es decir C<<S entonces la ecuacién queda reducida a:

dm
di

Si

m  kaAs
dt

Donde:

= Velocidad de disolucién del sdlido en el liquido

Constante de velocidad de disolucidn
Superficie del sélido expuesta a la accién del disolvente

Solubilidad del sélido en e! disolvente

durante la prueba el drea superficial permanece constante es necesario

integrar la ecuacién anterior, considerando el volumen del liquido disolvente. La

ecuacidén se puede rescribir como.

20
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V*[8C/ét)s)K*A*(S- C)

Bajo condiciones sink si C<<<0.15 S (15% de la solubilidad) (Carstensen Jens T.

1977. p.64-67) la ecuacién se expresa como:

C= KAS 1
1%

Donde:
¢=  Concentracién en el medio de disclucién a un determinado tiempo de
muestreo (mg/cm®)
k= Constante de velocidad de disolucién
Az Superficie del sélido expuesta a la accién del disolvente(cm?)

£ Volumen del medio de disolucién (cm®)

= Tiempo (unidades de tiempo segundos, minutos)

En el medio de disolucidn se determina periédicamente la concentracion de
farmaco liberado y se realiza un grdfico de las concentraciones en funcion del
tiempo como se observa en la Fig.12 resulta una linea recta y considerando la
pendiente obtemda de la relacién lineal es posible determinar el valor de la

constante de velocidad de disolucién intrinseca, expresada en térmunos

cm/min. (Cartensen Jens T 1977.pdag 4-5)

21
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Concentracion

de fdarmaco
en el medio de m=

disolucidn >

Tiempo
Figl2. Relacion lineal de la concentracion de fdrmaco

liberado y el tiempo

2.4.2 Métodos de superficie no constante

En los métodos de suberﬁcie no constante no se tiene un control tan estricto
del drea superficial expuesta al medio solvente. Este tipo de métodos se usa
para estudiar la influencia del tamafio de particula. del drea superficial y de los
excipientes sobre el principio activo. El valor numérico obtenido que se obtiene
se denomina velocidad de disolucidn aparente. ésta velocidad se express en
términos de miligramos disueltos por minuto (mg/min). Es importante
mencionar que la mayoria de los métodos utilizados para estudiar la disolucion

in-vitro de formas farmacéuticas sdélidas, son de superficie no constante

3. FACTORES QUE DETERMINAN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION

3.1 Factores que dependen del sistema

3.1.1 Medio de disolucion

La seleccién del medio de disolucion se hace en funcién de que las condiciones
de la prueba se acerquen lo mds posible a las condiciones fisioldgicas para una

buena prediccion Cuando no es factible simular de manera configble las
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condiciones in-vivo para la prueba de disolucidn, es mds apropiado utilizar
correlaciones empiricas entre los pardmetros farmacocinéticos y de

disolucién (Guidance of the Industry SUPAC-IR/MR pdg 1076)

Generalmente se requieren medios de disolucién en un intervalo de pH de 1 a
6.8: cuando se requieren medios de pH dcidos se recomienda HCL O.IN, en
ciertos casos se propone el empleo de fluido gdstrico simulado. Es posible
también el uso de soluciones buffer USP en el intervalo de pH de 4.5-8.0. El
empleo de aditivos como enzimas, sales o surfactantes pueden ser
considerados en casos especificos, esto dependiendo de las caracteristicas de
solubilidad del principio activo (Curso teérico-prdctico sobre manejo de Software y

Equipo. Disolutor Automatizado Vankel VK7000)

La USP XXIII sefigla que el medio de disolucién es de preferencia agua
previamente desgasificada. Ademds es necesario tener un control de la
temperatura del medie de disolucién a 37°C + 0.5°C. deaercar el medio,
verificar que el pH del medio tenga una variacién de no mds de 2 decimales del
valor nominal. En cuanto al volumen del medio de disolucién de acuerdo a las
recomendaciones de FDA, es que éste debe ser de 500, 900 o hasta 1000 ml

asi como asegurarse de que el volumen se encuentre en un intervalo de ¢ 1% por

peso.
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3.1.2 Temperatura

En general, las sustancias se disuelven mds rdpido en sistemas calientes.
Cuando una sustancia absorbe calor en el proceso de disolucidn, su solubilidad
se incrementa por un incremento en la temperatura. El incremento en la
solubilidad provee un incremento en el gradiente de concentracion y da como
resultado un incremento en la velocidad de disolucion.

La USP especifica que el medio de disolucion debe estar a 37°C (+0.5°); la
temperatura del vaso y del bafio deben ser las mismas (Guidance of the Industry
SUPAC-IR/MR Inmediate Release and Modified Release Solid Oral Dosage Form. pag 1076.).
La temperatura es el pardmetro in-vivo que fdcilmente puede ser reproducido
in-vitro. Resulta importante mantener la temperatura en limites de variacién

muy estrechos, ya que éste pardmetro afecta considerablemente la solubilidad.

3.1.3 Recipiente de disolucién

3.1.3.1 Tamario
De acuerdo a las especificaciones que da la USP para vasos con capacidad de
volumen desde 500, 900 6 1000ml, la altura de esto debe encontrarse en el
siguiente intervalo 16-17.5 ¢m con un didmetro interno de 10 a 105 cm
(Seminario de Evaluacién de medicamentos USP y FDA, 2000)

3.1.3.2 Tipo
Vaso, frasco, celda de didlists. Debe estar fabricado de un material inerte y de
preferencia transparente, con el objetivo de que el ensayo se observe
fdcilmente asi mismo se prefiere que el materal a partir del cual son
fabricados sea vidrio y no pldstico
Es importante mencionar que los vasos de pldstico tienen un coeficiente de

transferencia de calor de aproximadamente 35 veces menor que el vidrio.
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Como las diferencia de temperatura entre el bafio y el medio es disminuida, la
cantidad de calor transferido dentro del vaso es reducido, por lo tanto es
recomendable el uso de vasos de vidrio y no de pldstico (Hanson Wiliam 1991

pdg.39).

3.1.3.3 Forma

Es de preferencia el empleo de vasos de fondo redondo, en los cuales el
comprimido 6 la cdpsula, asi como su producte de desintegracién, quedan
siempre en posicion central, A diferencia de los vasos con fondo plano en los
que el comprimido se sitia ya sea en el centro, la periferia y una vez que se
desintegra se forma un monticulo central o se dispersa en el liquido y los
resultados se distorsionan debido a que la tableta se mueve continuamente

(Seminario de Evaluacién de medicamentos USPy FDA, 2000 )

3.1.4 Sistema de agitacién

Durante las pruebas de disolucién se deben mantener constantes la condiciones
de agitacidn, el sistema de agitacion puede adoptar diferentes modalidades, es
decir la intensidad de agitacién entre varios dispositivos para pruebas de
disolucién in-vitro puede ser variado por las dimensiones y geometria del vaso
de disolucidn, el volumen dei medio de disoluctén y el grado de agitacion Por lo
que cada método de disolucion ofrece un dnico medio de proporcionar un flujo
controlado de solvente sobre la superficie del soluto Se pueden emplear tres

métodos bdsicos de agitacidn, los que a continuacion se describen.

25
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3.1.4.1 Agitador rotatorio
En éste se rota la forma farmacéutica (Aparato USP 1, con una velocidad de
agitacién de 50-100 rpm) o agita el medio ( Aparato USP 2, con una velocidad
de 50-75rpm). Es necesario considerar tambtén el tipo de comida ( conterido

del alimento, volumen, viscosidad ) (Curso teérico-prdctico sobre manejo de Software y

Equipo, Disolutor Automatizado Vankel VK7000)

3.1.4.2 Reciproco
La agitacién reciproca mueve los productos farmacéuticos arriba y abajo en
una sucesion de medio. Este método de agitacién se usa en los aparatos USP 3
y7.

3.1.4.3 Movimiento fluido
Esta forma de agitacién mantiene el producto farmacéutico relativamente
estacionario mientras se bombea una corriente controlada de medio a través

de él. Este método se.utiliza en el aparato USP 4.

El grado de agitacion del sistema es un factor, el cual afecta directamente el
pardmetro de constante de velocidad de disolucion Esto de acuerdo o la
ecuacién K= a(N)b, do‘nde K es la velocidad de disolucion, N es la velocidad de
agitacién y b y a son constantes. Al aumentar la velocidad de agitacion del
sistema disminuye el espesor de la pelicula (h), aumentando la velocidad de

disolucidn.
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3.1.5 Gases Disueltos

Todos los liquidos estdn en equilibrio con el gas que los rodea en la interfase
gas-liguido. En una temperatura y presion dadas una porcidn de gas estd
disuelta en el liquido; en el proceso de disolucién tal caso puede interferir con
la reproducibilidad de los resultados en diferentes formas. El aire o gas
disueito puede alterar el pH del medio de disolucion, con el cambio de
temperatura los gases disueltos se pueden hberar en forma de burbujas, éstas
burbujas pueden alterar los modelos de flugo asociados con particulas o con la
misma forma farmacéutica, alterado la capa limite de la interfase sélido-liquido

y dar lugar a cambios en los resultados de la prueba

Las burbujas formadas en el medio de disolucion disminuyen el drea de
contacto entre el sdlido y el liquido al depositarse sobre la forma
farmacéutica, o incluso en las canastillas (si se usa el aparato 1) o sobre las

paletas (uso del aparato 2) (Curso tedrico-prdctico sobre manejo de Software y Equipo.

Disolutor Automatizado Venkel VK7000)

La técnica de deaereacién que propone la USP es la sigutente.

» Calentar el medio a 41°C
. Filtrar a vacio el medio de disoluctdn, pasar a través de un filtro de
0.45 micrémetros con agitacion vigorosa

«' Mantener el vacio por 5 minutos con agitacién

» Equilibrar a 37 °C y usar inmediatamente
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Algunos otros métodos propuestos para degasificacién son:

« Filtracién al vacio
+ - Burbujeo con helio

« Agua caliente colocada al vacio

3.2 Factores asociados al Proceso Tecnolégico

Durante el proceso de elaboracién de las formas de dosificacidn sélidas orales,
asi como del resto de las formas farmacéuticas, en ciertas ocasiones existen
cambios en el equipo empleado, de lugar o escala; cuando esto ocurre es
necesario considerar los cambios, ya que éstos cambios son criticos para el
proceso. Incluso para las caracteristicas fisicas y fisicoquimicas del producto
final

Algunas de las operaciones realizadas durante el proceso de obtencién de las
formas farmacéuticas asi como los mecanismos que rigen dichas operaciones y
lo forma en cémo pueden verse afectadas las caracteristicas de la forma

farmacéutica, se describen a continuacion.
3.2.1 Tamafo de particula

. El tamafo de particula tiene gran influencra, sobre la velocidad de
liberacion Es bien sabido que cuanto es mayor es el tamaro de las particulas.
mds permeable es la capa de polvos a los liquidos y se dispersard mads
facilmente. Existe un tamanro de particula optimo para que la disolucion sea
mejor; no demasiado grucsa para que la superficie de la disolucion sea grande,

pero tampoco demasiado fina para que no se formen agregados
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Lo mds adecuado es utilizar particulas finas de principios activos los cuales
sean aislados con diluentes hidrofilicos. No siempre es recomendable disminuir
el didgmetro de las particulas de un férmaco, existen algunos casos en los que
no resulta conveniente, como:
+ En el transcurso de una trituracion mecdnica excesiva, se pueden
. presentar problemas de humectacidn o una reaglomeracidn de particulas bajo
- el efecto de la energia acumulada por ellas.

Se presentan casos en los que es importante el uso de particulas lo bastante

voluminosas para disminuir la absorcién: en las que la granulometria del

fdrmaco condiciona la duracion de la efectividad terapéutica. Esto se realiza
cuando se preparan formas farmacéuticas cuya accién farmacoldgica se
prolonga durante varias semanas.

« Cuando el aumento de la superficie efectiva de un fdrmaco aumenta su
reactividad, como la penicilina y la erttromicina, sustancias que al ser reducidas
de tamafio de particula, a pesar de acelerar su velocidad de disolucidn, se
puede favorecer su degradacion. Ambos antibiéticos son inestables en medio
gdstrico y en forma de polvo demasiado fino corren el riesgo de ser
destruidos, mientras que los cristales grandes pucden alcanzar el intestino
degraddndose so6lo una pequeiia porcion

-« Polvos finos son mds sensibles a agentes exteriores, pueden perder

parcial o totalmente sus propiedades organclépticas, después de la compresion
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3.2.2 Fuerza de compresion (Aiache. 1983, pég.247-253)

3.2.2.1 Fuerza de compresidn y porosidad de la masa del comprimido
A medida que aumenta la fuerza de compresidn, la superficie de contacto
establecidas entre las particulas es mayor, la superficies de adhesidn

interparticular serd mas grande y por lo tanto habrd menos espacio vacio

Esto se traducird en una porosidad del comprimido cada vez menor, hasta un
cierto limite a partir del cual toda fuerza superior ya no podrd actuar. Es
importante mencionar que los poros son una via de entrada importante para el
agua en el seno del comprimido. disminuir la porosidad del comprimido
constituye una disminucién de su velocidad de disgregacidn y por lo tanto de la
velocidad de disolucién del principio activo. En general la disminucién de la
porosidad debida a un aumento de la fuerza de compresién, aumenta el tiempo
de disgregacién y disminuye la disolucién, pero existe una zona de porosidad
éptima para la cual los poros son ain suficientemente amplios como para

permitir la penetracién del liquido de disgregacion.

La formulacidn modula la influencic de la compresion. Los poros se podrdn
lienar mds 6 menos por el liquido de disgregacion si se encuentran tapizados
por un recubrimiento de sustancias hidréfilas como los grdnulos de almidan, la
penetracién del agua serd mds rdpida. por el contrario si sus paredes son

hidréfobas lo penetracion serad lenta.
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3.2.2.2 Fuerza de Compresién y elevacién de la temperatura durante la
compresién

Debe tenerse en cuenta la relacién que existe entre la fuerza de compresion y
la elevacién de la temperatura durante la compresion. Esta varia de acuerdo a
las condiciones de compresion. Su medida ha podido ser utilizada para la
determinacidn de los efectos de los lubricantes, que disminuyen las fricciones
y por lo tanto la liberacién del calor. Esta elevacidn de la temperatura seria
suficiente, para provocar la fusidn de ciertos lubricantes grasos y de ciertas

mezclas.

La fusién de los lubricantes grasos puede provocar el recubrimiento de las
particulas del principio activo por una capa hidréfoba, que frenaria su
humectacion y su disolucién. (Lachman Leon. 1976 ) Asi, también la elevacién de la
temperatura puede modificar el estado cristalino de ciertas formas

metaestables y modificar la velocidad de disolucidn de los principios activos.

La fuerza de compresidn y la relacion de principio activo - materia grasa juegan
un papel importante en la velocidad y mecanismo de liberacién. A presiones
elevadas y cantidad pequeda de fdrmaco, la porosidad de la matrmiz serd
pequena o nula y la iberacion sélo se efectia por erosién. A bajas presiones y
cantidades de fdrmaco mds elevadas. la difusion a través de los poros tendrd

lugar como en las matrices inertes.
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La liberacidn de principio activo a partir de matrices hidréfobas estd
controlada por la naturaleza y proporcidn de excipiente graso. tamafio, granulo
y cantidad, granulometria, solubilidad del principio active asi como por la
fuerza de compresién. Asi también estard influida por el pH del sistema

gastrointestinal y equipo enzimdtico
3.2.3 Tipo de mdquina de comprimir (Aiache, 1983 pdg 243-244.249-253)

La fuerza aplicada durante la compresién se encuentra mejor repartida en el
comprimido obtenido con uno mdquina rotativa. trabajando con los dos
punzones (inferior y superior), que en el caso de una mdquina alternativa la que
producird comprimidos menos homogéneos, presentando zonas, mds duras en la
cara correspondiente al punzdn superior.

Los lubricantes, al disminuir las fuerzas de friccion, permitirdn un mejor
reparto de las fuerzas en la masa o comprimir. Los comprimidos formados
serdn mds homogéneos desde el punto de vista de la dureza y por consiguiente

de la porosidad y de la disolucion.

3.2.4 Métodos de fabricacién

3.2.4.1 Compresion directa
El tiempo de disgregacién y la velocidad de disolucién dependerdn de los
excipientes utilizados. Estos deben de presentar propiedades de enlazantes

secos y favorecer el desmonoramiento aunque algunas veces influirdn sobre la

rapidez de disgregacion.
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La incorporacién de derivados hidréfilos, no hidrosolubles como los almidones o
las celulosas (avicel). que "bombean” el agua hacta el interior del comprimido,
facilitard la liberacion y la disolucidn de los principios actives poco
hidrosolubles.

Sin embargo, existe una limitacién con los almidones, ya que al ser poco
compresibles, provocardn una mala cohesién del comprimido que se hace
friable. El uso de materiales como las carboximetiicelulosas permite mejorar

éste problema.

3.2.4.2 Granulacién

La granulacién es una operacién unitaria, definida como el proceso de crear
grdnulos. La morfologia del polvo es modificada por el uso de un liquido que
causa que las particulas se unan a través de fuerzas capilares o por fuerzas de
compactacién.

El proceso incluye ademds una 6 mas de las siguientes propiedades de los
polvos: incremento del flujo, incremento de la compresibilidad, densificacidn,
alteracion de la aparencia fisica a mayor esfericidad. uniformidad o particulas
largas y/o incremento de las propiedades de superficie hidrofilicas

Lo que sucede con la operacion de la granulacion es que la masa a repartir fluye
mejor y la mayoria de las veces el granulo es mds fdcil de moyar que el polvo de

partida, debido a la mayor porostdad intergranular

3.2.4.2.1 Granulacion en seco
La granulacién en seco permite. una disgregacion mds rdpida. pero la fuerza de

compresion en la fabricacion de los primeros comprimidos no debe ser
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demasiado elevada para que no origine la formacién de zonas demasiado

compactas que la trituracidn no destruird.

3.2.4.2.2 Granulacion Himeda

La granulacion hdmeda muy utilizada para la compresién de una mezcla de
polvos; necesita distintas operaciones que podrén inferir sobre la liberacion y
la disolucion del principio activo. Un granulado se obtiene por humectacién de
un polvo con liquido, con el paso a través de un tamiz de la masa maleable y un
secado. Estas tres fases pueden tener cierta influencia en las caracteristicas
y propiedades de los principios activos. Los factores que a menudo deben

considerarse son:

. La naturaleza del liqudo de humectacién, si este se disuelve
parcialmente los componentes del polvo, las condiciones de secado pueden
provocar un fenémeno de endurecimiento externc y deben tomarse en cuenta.
La cubierta puede dar lugar a grdnulos duros en la superficie y provocar que la

disolucién del principio activo sea lenta.

. Cantidad de liquido, preferentemente debe utilizarse en proporciones
no demasiado elevadas, ya que después de la granulacidn se obtendrian grdnulos
duros y poco porosos.

. Modo de secado
El secado, como una operacién unttaria, es definida como la remocidn de un
liquido a partir de un sélido por evaporacion El proceso de secado del grdnulo

puede introducir una serie de modificaciones como la recristalizacidn de los
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principios activos, en forma de hidratos, lo que provoca una disminucién de la
velocidad de disolucidn.

La humedad del grdnulo condiciona la cohesion final después de la compresién y
por lo tanto su disgregacién. Es recomendable desecar a una humedad
constante y trabajar en atmdsfera condicionada si se quiere asegurar la

reproducibilidad de la velocidad de disolucidn.

De tal forma que el modo y las condiciones de granulacién influyen sobre la
dureza y la porosidad del granulo para la compresién. La granulacién del polvo
comprimir permite un aumento en la densidad de éste y la constitucion de un
grdnulo que fluye mejor en la tolva de alimentacion de la mdquina. La dureza del
grdnulo repercute sobre la velocidad de disolucion del principio activo y el
tamafio de los grdnulos tiene una repercusion sobre la porosidad, los grdnulos

relativamente grandes provocardn una porostdad elevada.
4. PERFILES DE DISOLUCION

4.1 Definicion de perfil de Disolucion

Un perfil de disolucion es definido como la determinacion experimental de la
cantidad de fdrmaco disuelto a diferentes tiempos, en condiciones de
experimentacién controladas, a partir de uno determinada ferma farmacéutica.

(NOM-177-55A1-1998)

Un perfil de disolucién sirve para proporcionar informacion acerca de:

a) La velocidad de disolucién (intrinseca 6 aparente) del fdrmaco 6

compuesto



Marco Tedrico

b) Cantidad mdxima de fdrmaco que se puede disolver
¢) Tiempo de latencia
d) Cambios en la cinética de disolucion del producto ensayado

(determinacion del orden, ajuste a un modelo matemdtico)
4.1.1 Clasificacién de la comparacién de los perfiles de disolucién

4.1.1.1 Un solo punto
Se utiliza para evaluar los cambios en el escalamiento, en casos en los que se
dan cambios en el sitio de fabricacién, cambios 6 eliminacién de los excipientes,
cambios en el equipo y procesos. Se pueden considerar similares en virtud de la
similitud de cualquier.punto del tiempo de muestreo de disolucidn. Sirve para

evaluar fdrmacos con alta solubilidad y alta permeabilidad

4.1.1.2 Mdltiples puntos en un tipo de medio de disolucion (el medio
indicado en el método)
Sirve para evaluar los cambios debidos a la forma farmacéutica o para las
diferentes férmulas de una misma forma farmacéutica Sirve para evaluar

fdrmacos con baja permeabilidad y alta solubilidad.

4.1.1.3  Multiples puntos en cinco tipos diferentes de medio de
disolucién,
Se utiliza para evaluar cambios en la formulacidn, pera evaluar farmacos con
alta permeabilidad pero baja solubilidad
Los diferentes medios de disolucion que pueden emplearse son. agua, HCI 0.1N

y buffer USPapH 45 ,65Y 75
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4.2 Cinética de Disolucién

Una cinética de disolucion se establece determinando la concentracidn de la
disolucién en funcion del tiempo en puntos alejados donde se disuelve el sélido.
Por lo tanto es necesario que al tomar la muestra, se considere la
homogeneidad de la solucion de tal forma que refleje fielmente la liberacion
del soluto a partir de la forma sélida. Deben considerarse ademds, los
intercambios de soluto entre una zona mds concentrada y otfra menos

concentrada. (Aache 1983, pég. 172-173)

Cuando una forma sdlida se obtiene por un solo procedimiento, como la
compresién directa, es légico suponer que la liberacién del principio activo se
realizard Unicamente segin una cinética que puede condicionar su

biodisponibilidad.

Por el contrario, para comprimidos multicapas 6 para comprimidos con varios
nlicleos, podemos encontrarnos con una yuxtaposicion de varias cinéticas tales
como:
o Cinética de orden cero (liberacién proporcional al tiempo) para la
fraccidn de accidn inmediata
o Cinética de orden uno ( logamtmo de la cantidad hiberada proporcional al

tiempo) pare la fraccién de accion retardada

En la mayoria de los casos, solo puede determinarse la cinética mediante los
métodos que proporcionan la concentracién del soluto en el disolvente (algunas

veces puede determinarse la cantidad que queda en la forma sohda).
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4.3 Expresion Matemdtica de la Cinética de Disolucion
Se puede considerar como la liberacion del principio activo a partir de la forma
solida en funcidn del tiempo y expresar éste fendmeno mediante una cinética
de orden cero o uno, las que se describen a continuacion.

a) Reaccidn de orden cero: La velocidad es constante e independiente de

la cantidad de soluto presente y se puede expresar por:

Qu= K, t
Donde:
Q.= Cantidad de fdrmaco disuelto a un tiempo t
K= Constante de velocidad de disolucién de orden cero

t=  Tiempo

b) Reaccién de orden uno: La velocidad es proporcional a la cantided que
permanece sin disolver; lo liberacién del soluto disminuye con el

tiempo de manera exponencial, lo que puede expresarse como:

R dQ

=k
dr Q

Integrando y aplicando logaritmos decimales:

k
log Qi = log Qo - | ‘Im

Y en forma exponencial la ecuacion queda expresada como:

18
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Q= Qaev“'

4.4 Andlisis de Perfiles de Disolucién
La comparacién de perfiles de disolucidn se puede llevar a cabo utilizando

métodos dependientes e independientes (O Hara Thomas.. et al 1998. pdg 214-223)

4.4.1 Métodos Dependientes
En éste tipo de métodos se utilizan diversas herramientas matemdticas para
realizar la comparacién de perfiles de disolucion. Estos métodos son utilizados
de tal forma que los datos de disolucidn se ajusten a una ecuacién desarrollada
segin el modelo y se dice que éste tipo de métodos se utilizan para ajustar
perfiles de disolucién. Con el fin de permitir la aplicacién de éstos modelos a la
comparacién de perfiles de disolucién, se sugiere seleccionar el método mds
apropiado( la ecuacion que mejor describa el comportamiento de disolucion)
para los perfiles a partir de los lotes probados. Se recomienda un modelo con
no mds de tres pardmetros, como son los siguientes:

e Lineal

e Cuadrdtico

* Logistico

e Probit

* Waeibull _
Para la comparacion de los perfiles se utilizan los datos de los perfiles
generados por cada umidad(tableta u otra) y se ajustan al modelo mds

apropiado y después se siguen los siguientes pasos:

39



Marco Teodrico

1.- Se establece una regién de similitud tomando la variacién de pardmetros del
modelo y se ajusta para unidades de lo prueba (tabletas u otras), a partir de
los datos aprobados.

2.- Se calcula la distancia estadistica multivariable, entre lotes de prueba y de
referencia, para los parémetros del modelo.

3.- Se estima el 90% de la regién de confianza

4.4.2 Métodos Independientes del modelo (Andlisis Estadistico) (O Hara

Thomas., et al. 1998. pdg 216-219)

4.4.2.1 Método Multivariado

El método es util en el andlisis de velocidad de liberacion de fdrmacos a partir
de productos farmacéuticos de hiberacion sostenida, ya que permite analizar
los datos en base a los criterios: nivel y forma de la curva. De tal manera que
permite la construccién de un modelo de regresion para predecir la disolucion a
partir de valores arbitrarios de diferentes pardmetros como los factores de
formulacidn.

Este método también puede ser usado para comparar los perfiles de disolucion
obtenidos por tabletas de liberacion inmediata, en los casos en los que la
variacion dentro de un lote sea mayor que el 15%. En éstos casos sc sigue el

siguiente procedimiento:

1.- Se determinan los limites de similitud en términos de la distancia
estadistica multivariable (MSD). la cual se basa en las diferencias de las
disolucion interlotes con respecto a los lotes de referencia estandar

aprobados.

0
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2.- Se estima la MSD entre lotes de disolucidn promedio de prueba y los de
referencia.

3.- Se estima un 90% de intervalo de confianza de la MSD entre lotes de
prueba y referencia.

4.- Se compara el limite superior del intervalo de confianza con el limite de
similitud. El lote de prueba se considera similar al lote de referencia si el
limite superior del intervalo de confianza es menor o igual que el limite de

similitud,

4.4,2.2 Método de Andlisis de Varianza (ANOVA)

Este método es (til para comparar perfiles de disolucién de tabletas de
liberacién inmediata (recubiertas o no recubiertas), asi como para tabletas de
recubrimiento entérico y cdpsulas. Se puede aplicar utilizando todos los datos
de perfiles de disolucién, en su forma original o mediante transformaciones
simples.

En el método de ANOVA, los perfiles de disolucidon son aprobados para
diferencias en nivel (se refiere a la concentracion de férmaco que se disuelve
en un tiempo determinado) y forma (aspecto) pardmetro que es importante
para detectar las diferencias en el mecanismo de disolucion entre dos 6 mds
formulaciones.

Todos los datos se utilizan para el andlisis y no es necesario el proceso de
ajuste a un modelo o polinomio, es decir que el andlisis es independiente de los
procedimientos de ajuste de perfiles de disoluctdn. El procedimiento
experimental para e! andhisis es el siguiente:

1.- Se tienen "n" grupos o perfiles a comparar, cada uno con nK unidades de

estudios (tabletas, cépsulas, etc). esto permite analizarlos con un nimero
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diferente de repeticiones o unidades de estudio. Estas unidades se seleccionan
de manera aleatoria.

2.- Las x's representan las mediciones realizadas como concentracién, %
disuelto o porcentaje especifico a disolver dichas caracteristicas las establece

el investigador.

4.4.2.3 Método de factores de diferencia y similitud

Para la comparacién de perfiles de disolucién independientemente del modelo
se desarrollaron dos ecuaciones propuestas por Moore y Flanner (1996). una
denominada factor de diferencia (f,) y otra llamada factor de similitud (f2). las
que evaltan la diferencia entre el porciento de fdrmaco disuelto por unidad de
tiempo para una formulacion de prueba y una de referencia.

Las recomendaciones para el uso de éstas ecuaciones son que:

1.- Para la comparacién de perfiles de disolucion, éste método es adecuado
cuando se cuentan con tres 6 mds puntos en el tiempo de disolucidn.

2.- Las mediciones de disolucion de lotes de prueba y de referencia se deben
realizar bajo las mismas condiciones.

3.- Los puntos de tiempos de disolucion para ambos perfiles deben ser los
mismos.

4.- Se debe considerar alguna medicién después del 85% de disolucion de
ambos productos.

5.- Para el uso de datos promedio. el porcentaje de coeficiente de variacion en
los puntos iniciales no debe rebasar el 20%, y en los puntos siguientes no debe

ser mayor que el 10%.
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El factor de diferencia (f;) calcula el porcentaje(%) de diferencia entre las
dos curvas en cada punto de tiempo y es una medida del error relativo entre

las dos curvas. La ecuacién es:
frz (XM R T Y (ZMaiRy) )* 100

Donde:
N= ndmero de puntos en el tiempo
R,= Valor de disolucién del lote de referencia(precambio) enel tiempo t.

Ty= Valor de disolucidn del lote de prueba (poscambio) en el tiempo t.

El factor de similitud (f2) es una transformacion logaritmica de la raiz
cuadrada reciproca de la suma del error cuadrado; es una medicién de la
similitud en el porcentaje(%) de disolucién entre las dos curvas. Se expresa

como:
f2= 50 * log § [1 +(1/n) TR, -T4)?1°® =100}

Donde:
n= nimero de puntos en el tiempo(tiempos de muestreo
Rt= Valor de disolu;idn del lote de referencia(precambio) en el tiempo
t(porcentaje disuelto promedio)
Ttz Valor de disolucidn de! lotes de prueba (poscambio) en el tiempo t(

porcentaje disuelto promedio)
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El procedimiento a seguir es:

1.- Determinar el perfil de disolucién de dos productos(12 unidades cada uno)
de los productos de prueba y referencia.

2.- Calcular el factor de diferencia(f;) y el factor de similitud(f;) mediante las
ecuaciones correspondientes, utilizando los valores de disolucién promedio de
los perfiles de disolucién.

Los criterios para que los perfiles se consideren similares son:

1.- Los valores de f, se deben aproximar a cero(de O a 15)

2.- Los valores de f2 se deben aproximar a 100(de 50 a 100)
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

1.
v

AN
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AN

AN

MATERIALES Y REACTIVOS
Sulfametazina’ Sodica
* Proveedores: Astroquim Lote 0005041319 y Helm Lote
9208241
Extran MAO2 Neutro concentrado
Agua Desionizgda 18 2MQcm

Agua Destilada

INSTRUMENTOS Y EQUIPO

Disolutor Automatizado Vankel Modelo VK7000

Bomba de cale;\fcmnemo Vankel VK750D

Bomba de reflujo Vankel Mmodelo 17-2200

Aparato de Disolucién Intrinseca Vanke!l P/N 70-9022
Calibrador Fisico Test Vankel Monitor QAII Modelo 12-0520
Mdquina tableteadora Carver Modelo C No. 3912 S/N 41000-310
Espectrofotémetro Cary 1E Varian

Balanza Mettier Toledo

Analizador de Humedad HR73 Mettler Toledo

Sistema de agua ultra-pura Mih Q-Plus

Filtros Gelman O 45um (Millipore)

Microscopio electrénico de barrido JSM-25 S IT (JEOL)
Campana de recubrimiento con oro JFC-1100 (JEOL)

Material de cristaleria
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Plan Experimental

CALIBRACION FiSICA DEL DISOLUTOR Y ESPECTROFOTOMETRO
1.  Determinacion de los parametios de cakbracion fisica det disolutor automatizado Vanket
2.  Delerminacion de tas pruebas de desempeno del £ spectrofotometro UV-Visible Cary 1€

DESARROLLO DE LOS METODOS DE ANALIE(S PARA LA CUANTIFICACION
DE SULFAMETAZINA EN:

1 Lisoluaon ininnseca
2. Petfiles de disolucion de bolos

¥

EVALUACION DE LA DISOLUCION INTRINSECA DE SULFAMETAZINA SODICA EN
FUNCION DE 2 PROVEEDORES

1. Elaboracion de 2 curva de cahbracion de Sulfametanna sodica en agua desiomizada consigerando u
intervalo de concentracion de 0 0158 a 0 3150 maqmi

2. Elaboracon de tabletas de sultametazing de dos provecdotes  a una fuerza de compresion de
tonelada y tiempo de comprasion de 4 sequndos. con un peso promedio de 285 mg. empleando e
aparato de Wood

3. Desarrolio de 12 dgisotucion mntunseca en agua desioonizada a 37°C. G0 pm. muestreos  cada
munutos durante 30 nunutos, 6 tabletas por proveedor

4. Determinacdn de la constante promedio  y del coeficiente vanacion de velocrdad de disolucio
ntrinseca de sulfamctazina sodica por proveedor

5. Evaluar si exsste 0 no diferencia sigrficativa en 1a constante de velocidad de disotucidn intrinseca d
105 dos proveedores esludiados

6. Determinacion de la mortalogia de 1a matena pnma de los dos proveedores uthizada en la disolucio
intrinseca por Mictoscopa Electronica de amdo

¥ ]

Determinacion del mecanismo de liberacion de la sulfametazina sodica a partir de bola

elaborados bajo diferentes condiciones de fabricacion

1. Flabotacion de la curva de calitvacion de sufametazing sodica en agud dessomnzada en un intervaio d
concenttacon de 0 1489 3 0 G928 ma/imi pard 1a disolucion de bolos con peso promedio de 3 gramos
considerando  cantidad mauma de Sulfametazina presente en jos bolos

2. Determings os pedilies de disolucion de bolos de sulfametazing sodica  elaborados segun un disen
tactonat 27 con 2 ftiveles sobre 13 temperatura de tusion durante 1a granulacon. el tamano del granulo
{3 12 de Lompresion y d0s eapenencids agionales con el valor numimo de temperatura de fuson
10s dos iveles de 13 fuerza de compresion y tamano de granuio mayor a 250 meras pero menos 3 84
nucIas

3 Determmar ¢l mecatssma de hberacoon Jde sullamelazina sodwa a patie de bolos tabncados bay
JHRIeNes Conaiiones

4. Defimt s1 Lis condiciones de fabniicacion de 1oy bolos afectan sgnificativamente «l comportamiento d
los perfiles de disotucon de 105 boles jerirqu ando su otden de imporancin

Figl3. Diagrama del plan gencral del trabajo.
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3.1 Formulacién de bolos de Sulfametazina

Los bolos de Sulfametazina sédica sometidos a la prueba de disolucién fueron
producidos por un proceso de granulacidn por fusién y la formulacidn es la
siguiente: :

Tablal. Formulacion de Bolos de Sulfametazina Sddica

" 'COMPONENTE 'CONTENIDO(%)] ~~~FUNCIONES
" Sulfametazina Sodica ST 288 T T TPrincipio Activo T i
" Hierro Reducido .~ 746 Densificador ‘1‘
“"Aceite de Castor [ “Constituyente de Ia matriz |
Hidrogenado ' i
TEstearato de magnaesio 0.5 |77 T Lubricante ’
L V! SO i

3.2 Evaluacién de sulfoametazina sédica en funcién de dos proveedores de

la materia prima. Proveedores Helm y Astroquim.

Inicialmente se evalué la factibilidad del desarrollo de un método en la
fabricacién de matrices cerosas, para la evaluacién de la disolucién intrinseca,
esto con el uso de cera blanca y de carnauba. para elio se fijaron ciertas
condiciones, como el tiempo de secado de la matriz cerosa una vez ensamblada
la varilla metdlica . el peso de las tabletas de sulfametazina, la fijacidn de las
varillas metadlicas al aparato de disolucion asi como el control de la velocidad de
agitacion, sin embargo, no fue posible controlar éstas condiciones por lo que
fue empleado el aparato de Wood Vankel con el que se realizaron algunas
pruebas preliminares para finalmente fijar las condiciones |, tomando en cuenta
algunas consideraciones que se encuentran reportadas.

Ademds se elabord una curva de calibracion de Sulfametazina sédica en agua

deionizada considerando un intervalo de concentracion de 00158 a 0.3150
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mg/ml. Se fabricarén tabletas de sulfametazina sédica de dos proveedores,
empleando el Aparato de Wood. Determinando la constante promedio de

velocidad de disolucidn intrinseca de sulfametazina sédica por proveedor

3.3 Determinacion del mecanismo de liberacion de Sulfametazina Sédica a

partir de bolos elaborados bajo diferentes condiciones de fabricacion

Se elabord la curva de calibracion de sulfametazina sédica en agua detorizada
en un intervalo de concentracién de 0.1489 a 0.9928 mg/ml, para la disolucton
de bolos con peso promedio de 3 gramos, considerando la cantidad mdxima de
Sulfametazina presente en los bolos.

Se obtuvieron los perfiles de disolucién de bolos de sulfametazina con el
aparato 2 de la USP dutomaﬁzodo con aqua desionizada, a 37°C, 60 rpm, con
muestreos cada hora durante 40 horas. También se obtuvieron los perfiles de
disolucién de bolos sometidos durante un periodo de 30 dias a 2 diferentes
condiciones: 40+2°C de temperatura de estufa a 75% de humedad relativay a
30+ 2°C humedad ambiente; esto como un estudio complementario con el
objetivo de evaluar el efecto de la temperatura de estufa sobre el

comportamiento de disolucion,



Resultados y Discusion

V. RESULTADOS Y DISCUSION

En el desarrollo de éste proyecto, para la disolucion de Sulfametazina a partir
de bolos, empleando ‘un sistema automatizado, se considerd la saturacion del
medio de disolucion, asi como el limite de absorbancia permitido por el
instrumento, ya que las ventajas de automatizor la prueba para tabletas de

liberacién prolongada son multiples.

También fue importante considerar que la presencia de excipientes en la
formulacion puede conducir a errores serios si no se usa un ensayo especifico
para determinar la cantidad disuelta y éste factor debe considerarse en el
disefio de la prueba de disolucion. Por todo lo anterior y retomando algunos
estudios llevados a cabo en LEM-Farmacia sobre Sulfametazina sédica por
Gomez- Garduiio y colaboradores (2000), en los que se procedid entre otros
aspectos a determinar la longitud de onda en la que la presencia de los
excipientes no cousan interferencia en la respuesta, fue la #2308 nm la

empleada para seguir la disolucién de sulfametazina

La fase experimental se inicié con la prueba de disolucidn intrinseca de
sulfametazina sédica en el aparato de Wood, para ello se realizé un disefio
experimental, con un solo factor de cambio que fue el proveedor de
Sulfametazina sédica, con un total de 12 corridas (pruebas) 6 para cada

proveedor.
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El peso promedio de las tabletas de sulfametazina sédica fué de 285 mg
empleando el aparato de Wood, comprimidas a una fuerza de 1 tonelada con un

tiempo de compresion de 4 segundos.

Durante el desarrollo de la prueba de disolucidn intrinseca se empleé agua
deionizada a 370C como medio de disolucidn, filtrada a vacio con el uso de
filtros tipo Gelman de 0.45um y una velocidad de agitacién de 60 rpm con el

empleo de 6 tabletas por proveedor.

Previo a esto, se realizé la curva de calibracién de sulfametazina sédica en
agua deionizada desgasificada en un intervalo de concentracion de 0.0158 a

0.3150 mg/ml.

En el medio de disolucion, se determiné la concentracion del fdarmaco cada 2
minutos durante un- tiempo total de 30 minutos, mediante un sistema
automatizado, la muestra se transporté a la unidad de deteccion en donde las
concentraciones fueron medidas en el espectrofometro Cary 1E y la
absorbancia fue determinada. En base a la ley de Lambert-Beer es bien sabido
que las concentraciones son proporcionales a la absorbancia de chi que la
concentracion es llevada entonces contra el tiempo lo que resulta una relacion

lineal y se encuentra una pendiente.
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Para el cdlculo de la constante de velocidad disolucion intrinseca se
consideraron los siguientes pardmetros: 1) Solubilidad de sulfametazina sédica:
400mg/cm3, 2) Area superficial expuesta: 0.5 cm® en la matriz Vankel, 3)
Tiempos de muestreo dados en minutos y 4) Volumen de medio de disolucién:

900 ml de agua deionizada degasificada.

Y mediante un andlisis estadistico de comparacién de medias se evalué si
existia o no diferencia significativa de la constante de disolucion intrinseca de
los dos proveedores de sulfametazina sédica, éste andlisis se presenta en la

TablaZ.

Tabla2. Tabla de medias de la constante de disolucion Intrinseca con intervalos

de confranza de $5.0%

PROVEEDOR N Media Error estandar lim. inferior  limit. superior
ASTROQUIM 6 0.0600 0.0006 0.0586 0.0614
HELM 6 . 0.0615 0.0006 0.0601 0.0629
Total 12

En el andlisis se determina que el comportamiento de la disolucion intrinseca de
Sulfametazina Sodica, no es afectado por el cambio de proveedor. Esto se
comprueba mediante el siguiente grdfico, en el que se observe que no existe

diferencia significativa entre los dos proveedores evaiuados
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(X0.001)
63

62 - .

61 + .

Constante Velocidad
Disolucién intrinseca

59 -
Astroquim Helm

PROVEEDOR

Figl4, Intervalos de Confianza de las medias de la constante de velocidad de

disolucion intrinseca al 95%

Ademds se determiné la morfologia de la materia prima de los dos proveedores
de sulfametazina utilizada en la disolucién intrinseca, las microfotografias se

muestran en las Fig. 15y 16.

Fotografias tomadas por: Técnico Rodoifo Robles Gémez.
Laboratorio de Microscopia electrénica

F.E.S. Cuautitldn
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Figl5. Fotografia de poho de Sulfametazina Sodica proveedor Helm. La barra
corresponde 100 um.

Fig 16.Fotografia de polvo de Sulfamerazina Sodica proveedor Astroguim. La barra
corresponde a 100um

TESIS CON 53
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Mediante microscopia electrénica fué posible analizar la morfologia de las
particulas de sulfametazina de los proveedores, en ellas se observa que la
forma de las particula es la misma para ambos, con ésto es posible deducir que
el comportamiento dé disolucién no se verd afectado por el uso de materia
prima de un proveedor u otro. La barra de la parte inferior representa una

longitud de 100um, la que permite corroborar el tamafo estimado

Para seguir la disolucién de sulfametazina a partir de los bolos se empled
».=308nm, en la que la presencia de los excipientes no causan interferencia en
la respuesta, determinada en estudios anteriores. En la siguiente tabla se

describen las variaciones en las condiciones de fabricacidn de dichos bolos.

Tabla 3. Condiciones de fabricacidn de lotes de bolos de Sulfametazina sodica

No.LOTE | TEMPERATURA TAMANODE 7T FUERZADE 77

PRODUCCION i PARTICULA o - COMPRFTON (TON)VJ'

1 X g5 Mayor a 840 micras . 3 |

2TTTTTes "”"" " “Mayor a 840 micras I

3 g5 ' "Menor a 250 micras 3.
YT 95T 7 Menor a 250 micras T ‘

- T £ [ " Mayor a 840 micras 3
e TR T { Mayor a 840 micras | A
I A £ ; “'Menor a 250 micras Ty

R - Menor a 250 micras ) T

R : - '}'Mayc':'r'a 250 micras pero | T3 o

: ' menor a 840 micras |
io 85 1 Mayor a 250 miéfé\gbéfa"? TR T
i menor a 840 micras i ]
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Se elaboré también la curva de calibracién de sulfametazina sédica en agua
deionizada en un intervalo de concentracidnde 0.1489 a 0.9928 mg/ml, para la
disolucién de bolos con peso promedio de 3 gramos, considerando la cantidad
mdxima de Sulfametazina presente en los bolos

Una vez fijadas las condiciones de la prueba de disolucion, se realizaron las
pruebas y para la interpretacion de los resultados obtenidos del estudio de
disolucién, fué necesario expresar dichos resultados en términos adecuados

como: porcentaje acumulado de fdérmaco en funcion del tiempo(Figl7)

c

8=

N 120 77 v T "] No_lote
- 1

O 00k gapiuce0a ] - |
5 st dfiie =!
& b 28854t -3
=80 2l

=} s 6666" -4
2 afp aaﬂ,n" I 5
o /5:’" 1 +6
T at o' ] -3
7S [ .‘ ] -9
5 0k, X e g - 10
X 0 - 10 2 30 40

Tiempo (horas)

Figi7, Perfiles de Disolucion de Sulfametazina a partir de bolos
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Posteriormente, se realizé un tratamiento de los datos de disolucién empleando
diferentes modelos tedricos como son: Modelo de la raiz cibica de Hixson y
Crowell, Modelo de los Dos Tercios, también se emplearon técnicas para
interpretar los datos de velocidad, de tal forma que se llegard a un esquema
cinético del proceso de disolucion total mediante el tratamiento de los datos a
una cinética de orden cero, uno, dos o asi como algin tipo de funcidn de
distribucion,

Se encontré que el modelo de Raiz cusdrada de Higuchi, es el mds apropiado
para explicar el mecanismo de liberacién de sulfametazina a partir de bolos.
Esto, de acuerdo al criterio de que la formulacién de bolos mencionada con
anterioridad, corresponde a la de un tipo de forma farmacéutica matricial de
liberacién prolongada en donde el principio activo se encuentra disperso en un
excipiente que después de la comprestn o el recubrimiento segun sea el caso,
tiene la propiedad de formar una matriz o esqueleto que disminuye la velocidad

de liberacidn de la sustancia activa por efecto hidréfobo.

De ahi que tratdndose de una forma farmacéutica de éste tipo, se asuma que el
principio por el que actia la forma matricial considera que la matriz se
compone de finos poros en donde es atrapado el principio activo y la operacion
de liberacién del principio activo fuera de la matriz puede dividirse en tres
fases:

. Penctracién del liquido (medio de disolucion) en los poros de la

matriz.

. Disolucion del principio activo en éste liquido.
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« Difusidn de la solucién del principio activo desde el interior de

la matriz hacia la superficie de la forma farmacéutica

Y aplicando el modelo de la Raiz cuadrada de Higuchi, se determina una relacién
del porcentaje disuelto de sulfametazina sdédica contra la raiz cuadrada del
tiempo (Fig18). De tal forma que se observa una relacion lineal, la linealidad del
trazo indica que el proceso estd controlado por la difusion y entonces es
posible explicar el mecamismo de liberacidn del sulfametazina a partir de los

bolos mediante éste modelo.

No_Lote
8 1
-2
—+ 3
-+ 4

azina
S

-
- 6
- 7
5 8
-9

- 10

| SUNLAR IS B A UL i BN S0 B D on W A0 and

% Disuelto de Sulfamet

Raiz cuadrada del tiempo

Figl18. Liberacién de Sulfametazina a partir de bolos de acuerdo a la Ley de la

Raiz Cucdrada de Higuchi
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El andlisis estadistico de los perfiles de disolucidn se realizé con la ayuda del
paquete estadistico SSAS -LAB Version 8.0.
El modelo determinado, mediante éste andlisis, que explica la variabilidad en
los perfiles de disolucién de bolos de sulfametazina sédica es el siguiente:
% Disuelto de Sulfametazina Disuelta =

-10.74 + 22.5799 raiz cuadrada del tiempo+ 2.039 tamaiio de particula *

fuerza compresion -3.25 fuerza de compresion

El modelo explica el 97% de la variabilidad de los perfiles de disolucidn, el que

es determinado mediante el andlisis de regresion miltiple (Tabla<.)

Tabla 4. Andlisis de Regresion Multiple

R-cuadrada 0.9733 R-cuadrada ajustada 0.9721
C.V. 6.8934

Fuente de

Variacion gl SC CM F Pr>F
Modelo 6 62824 10471 833 0.000
Eror 137 1722 13

Total 143 64546
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Ademds se observa en el Figl9. que existe una fuerte evidencia estadistica,
que explica que las variables en el proceso estdn relacionadas con los valores
esperados del Porcentaje Disuelto Promedio, lo que se presenta como una

prueba de ajuste al modelo.
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Figl9. Perfiles de Disolucidn estimados por el Modelo en funcion de las

observaciones

Con el modelo que explica la variabilidad de la respuesta analizada, se evalia la
significancia de los coeficientes del modelo de regresion esto en funcidn de
probabilidades. Estas probabilidades se obtienen con el ANOVA | si p-value
presenta un valor menor a 0.05 esto indica que el coeficiente tiene una

influencia significativa.
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En la tabla siguiente se observa que los factores de raiz cuadrada del tiempo,
fuerza de compresidon y la interaccién tamafo de particula * fuerza de
compresion, presentan un valor menor a 0.05 por lo que influyen de manera

significativa sobre la respuesta (Porcentaje Disuelto de Sulfametazina).

Tabla 5. Andlisis de Anova

Tipo ill Suma de Cuadrados

Respuesta: Porcentaje Promedio Disuelto de Sulfametazina

Fuente do

Variaciéon gl SC cMm F Pr>F
RCT 1 53614 53614 4265 0.0000
FC'TM 4 8041 2010 160 0.0000
FC 1 947 947 75 0.0000

RCT= Raiz Cradrada del hempo
FC= Fuerza de compresion
ThM= Tamano ce particula

Por otro lado la eficiencia de un andlisis de regresién depende de del supuesto
que la variacidn del porcentaje disuelto de sulfametazina es lo misma en todas
las observaciones, dicho supuesto se comprueba con la relacidn lineal entre los
residuales del andlisis y los valores estimados de sulfametazina disuelita por el

modelo. Esta relactén lineal es observada en la Fig 20
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Fig20. Prueba de Ajuste a los residuales

Finalmente se jerarquizé el orden de importancia de los factores del proceso
estudiados sobre los perfiles de disolucién de bolos. A partir del modelo que
explica el comportamiento de los perfiles de disclucion se encontraron los
factores de fabricacién que afectan significativamente el comportamicnto de
los perfiles de disolucién son: el tiempo de disolucién de la prueba, el tamafio
de particula y la interaccién tamadio de particula * fuerza de compresion En el
siguiente grdfico se presenta el orden de mmportancia de dichos factores
Aquellos que presentan un signo negativo presentan una relacion inversa con
respecto al %Disuelto de Sulfametazina y los que tienen un signo positivo

presentan una relacion directa
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Valor de los coeficientes del Modelo

$

225199 <125
Coeficiente $Q Tiempo Fza.comp. fu,comp.' Tam.patticula

Figl2l. Efecto de los factores implicados en el modelo determinado

para explicar la variabilidad de los perfiles de disolucion
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VI. CONCLUSIONES

v El uso de materia prima de un proveedor u otro (Helm o
Astroquim) no afecta el valor de la constante de velocidad de
disolucion intrinseca de la sulfametazina sddica.

v Se determind un valor de constante de velocidad de disolucion
intrinseca de 0.0600 cm/min para la suifametazina del proveedor
Astroquim y de 0.0615 cm/min para el proveedor Astroquim.

v Se concluyé que el mecanismo de liberacion de sulfametazina
a partir de bolos se explica en funcién del modelo de raiz
cuadrada de Higuchi.

v Se establecié que los factores que afectan el comportamiento
de los perfiles de disolucién de bolos son: el tiempo de disolucion
de la prueba, la fuerza de compresion y el tamafo de particula
del granulado; ademas se determind que existe una interaccion
entre la fuerza de compresidon y el tamaho de particula del

granulado.

v Por lo tanto se recomienda, en el escalamiento del proceso de
fabricacion, optimizar la fuerza de compresion y el tamaho de
particula del granulado, en funcién del equipo disponible en el

proceso.



ANEXO I

Calibracion fisica del Disolutor Vankel y Espectrofotéometro Cary 1E
Determinacién de {os parametros de calibracién fisica del disolutor automatizado Vankel.

Para la calibracidon fisica del disolutor se empled el calibrador Vankel Monitor
QAIIL, verificando la informacién sobre vasos y paletas, respecto a la
velocidad rotacional; en vasos, el centrado de varilla, vibracién de varillas,
temperatura de vasos y del bafio de disolucidn. Realizando éstas evaluaciones a
cada una de las posiciones del sistema Vankel y el calibrador fisico presenta un
reporte promedio de las seis posiciones activas , que imprime automdticamente

sobre los siguientes pardmetros:

Velocidad rotacional 49.97 rpm
Temperatura de vasos y bafio de disolucion 37.43°C
Vibracion de varillas (bamboleo) 0.27mm

Determinacién de las pruebas de desempeiio del Espectrofotémetro UV-Visible Cary 1E.

Seleccionar en “CaryWin UV~ la aplicacion “Validate® y en la pantalla principal
de “Vahdate” , oprimir “Test™ En el félder "Configure® se selecciona la opcion
“Instrument Performance Test™ y aparece un recuadro en el que se indican
que pruebas corresponden a la indicacién que son. Excctitud de la longitud de
onda, Reproducibiidad de la longitud de onda, Ruido fotométrico y Linea Base,
dar “che” en "OK" y finalmente dar un “chic™ en "Start” y las pruebas danimcio.
Para iniciar la prueba es necesario que las dos posiciones de paso de luz en el

espectrofotémetro se encuentren hbres.



ANEXO II

Elaboracion de la curva de calibracion de sulfametazina sédica en agua
desionizada para seguir la disolucién de sulfametazina a partir de bolos.
Preparar la solucidn stock de concentracién de 1.2mg/ml, para ello pesar una
cantidad aproximada de 240.3 mg de sulfametazina sodica previamente secada
a 130°C en la termobalanza y llevarlos a un volumen de aforo de 200 ml de agua
desionizada.

De la solucidn stock, tomar 4ml y llevarlos aun volumen de aforo de 25 ml de
agua desionizada para obtener una concentracion de 0.1922mg/ml

Tomar 5 ml de la solucién stock y llevarlos a un volumen de aforo de 25 mli de
ugua desionizada para obtener una concentracion de 0.4806 mg/ml.

Tomar 10 m! de la solucién stock y llevarlos a un volumen de aforo de 25 mi de
agua desionizada para obtener una concentracion de 0.7209 mg/ml

Y para la preparacién del dltimo sistema de la curva tomar 20 mi de la solucién
stock y llevarlos a un volumen de aforo de 25 ml de agua desionizada para
obtener la concentracién de 0.9612 mg/ml. Todas las soluctones se prepararon

por triplicado.
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