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l. INTRODUCCION

La vaginitis bacteriana es una inflamacion de la vagina a causa de una infeccion.
Este padecimiento es propiciado por la disminucion del nimero de las bacterias
vaginales Lactobacillus sp que normalmente producen peréxido de hidrégeno y
acido, que inhibe la competicion con otros microorganismos. Este cambio
competitivo permite que proliferen principalmente tres microorganismos; el hongo
Candida albicans, el protozoo Trichomonas vaginalis y la bacteria Gardnerella
vaginalis, esta ultima un bacilo con coloracion variable en la tinciébn de Gram,
pequefio y pleomorfo, que produce aminas las cuales debido a sus caracteristicas
alcalinas  contribuyen a una elevacion del pH causando mal olor. Estos
microorganismos son habitantes comunes de la vagina de mujeres asintomaticas.
La mayoria de los casos son causados por G. vaginalis pero debido a que no
presenta inflamacién se prefiere el término vaginosis bacteriana en lugar de

vaginitis. 123

Dentro de las formas farmacéuticas de administracion vaginal formuladas con uno
0 mas de los principios activos antes mencionados podemos encontrar geles,
tabletas y 6vulos. Los 6vulos son una de las formas farmacéuticas de administracion
vaginal mas aceptadas entre los consumidores por su cémoda aplicacion a
comparacion de las tabletas vaginales. Los 6vulos son formas farmacéuticas solidas
que se administran via vaginal, que funden, se ablandan o disuelven a temperatura
corporal y que ejercen un efecto local o sistémico. Para su tratamiento se utiliza
metronidazol, clindamicina, acido lactico y acido ascérbico. El &cido ascoérbico o
vitamina C tiene un caracter acido, por lo que se utiliza en el tratamiento de la
vaginosis bacteriana ya que restablece el pH normal de la vagina, con lo cual inhibe
el crecimiento de los microorganismos patégenos y favorece el crecimiento de la

microbiota normal. 4°

Por lo que en el presente trabajo se desarrollaron los estudios de preformulaciéon y
formulacion con el fin de obtener évulos, como un medicamento alternativo a las
tabletas vaginales que existente en el mercado, ademas de ser una forma comoda

y de facil aplicacién. Los estudios de preformulacion comprenden a la



caracterizacion, compatibilidad y estabilidad del farmaco, para conocer sus
caracteristicas fisicas y quimicas. El siguiente paso a seguir fue el proceso de
formulacion, desarrollando para ello, dieciocho formulaciones diferentes eligiendo
para el escalamiento la mejor formulacién de acuerdo a sus propiedades fisicas y
posteriormente acondicionandose en sobres de celopolial como envase primario y
cajas de cartbn como envase secundario. A la par de lo anteriormente mencionado
se desarrollo y validé un método analitico para la cuantificacion del principio activo

en la formulacion desarrollada.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Preformulacién y formulacién

Cualquier principio activo que se pretenda comercializar para su utilizacion en
clinica debe pasar por una serie de etapas encaminadas a la obtencion de un

medicamento seguro y eficaz.®

Antes de querer formular un medicamento, un farmaco candidato debe someterse
a una fase tradicionalmente llamada preformulacion. La preformulacién es la
caracterizacion biofarmaceéutica y fisicoquimica de las propiedades que van a influir

en la eleccion y el desarrollo de la forma farmacéutica final del medicamento. & 7

Una buena preformulacién conducird inevitablemente a formulaciones simples y

elegantes y productos comerciales exitosos. ’

La preformulacion entonces puede describirse como una fase del proceso de
investigacién farmacéutica y desarrollo en la que el farmacéutico responsable
caracteriza las propiedades fisicas y quimicas del farmaco con el fin de proporcionar
los datos esenciales para el desarrollo de formas farmacéuticas estables, seguras

y eficaces.

A medida que progresan los estudios de preformulacion, la informacién recolectada
se analiza y se comunica a los farmacéuticos en el area de desarrollo, en donde el
formulador utiliza esta informacién para el desarrollo de estas formas farmacéuticas,

lo cual es denominado formulacion. 8

El principio activo tiene que pasar por ciertas etapas de experimentos durante la
preformulacién que incluyen, sin ser limitativo, la pureza, solubilidad y estabilidad.
Todos estos estudios juegan un papel muy importante en el disefio de la formulacién

y la decision de la via de administracion del farmaco.®



Los estudios de preformulacién incluyen:

Determinacion de parametros fisicos:

Pureza: Varios parametros incluidos para establecer la pureza son el punto
de fusion, la absorbancia UV, HPLC, cromatografia en capa fina, etc.
Andlisis térmico: El calorimetro diferencial de barrido se utiliza para estudiar
los cambios térmicos que se producen en el compuesto debido a su
exposicion a altas temperaturas.

Solubilidad: La solubilidad de un compuesto depende de las propiedades
fisicas y quimicas del soluto y del solvente, asi como de factores tales como
la temperatura, presion y pH de la solucion. La solubilidad del compuesto en
un solvente particular depende de la interaccion entre soluto y solvente a
nivel molecular.

Constante de disociacion: la mayoria de los farmacos son acidos débiles o
bases débiles y de acuerdo con la hipotesis de particion del pH, la forma de
un farmaco se absorbe preferentemente de forma pasiva a través de una
membrana. Este parametro es muy importante ya que dé él depende la

absorcion del principio activo.

Estudios de estabilidad: los estudios de estabilidad se realizan para determinar

la vida util del principio activo y deben tenerse en cuenta la quimica del farmaco

y su posible vulnerabilidad a degradarse por oxidacién, hidrdélisis, isomerizacion,

polimerizacién, descarboxilacion, humedad, calor y luz. Los estudios de

estabilidad no solo deben tener en cuenta el estado fisico en el que es probable

que se use el compuesto, sino también el entorno biolégico inmediato que

probablemente se alcanzara con la administraciéon del mismo. Estos estudios

incluyen, sin limitarse a:

Efecto de la temperatura: Se lleva a cabo para conocer posibles
degradaciones del principio activo debido a la temperatura.

Efecto de la humedad: durante la fabricacion, el almacenamiento y el
transporte del medicamento es necesaria su proteccion contra la humedad,

ya que puede conducir a la descomposicién del principio activo y la impureza



puede ser nociva o toxica. La causa mas importante de pérdida de potencia
de una sustancia farmacoldgica es la presencia de humedad.

e Efecto de la luz: Las reacciones degradativas, como la oxidacion-reduccién
pueden ocurrir dentro de la molécula por exposicion a la luz, especialmente
por la luz UV, ya que tienen una longitud de onda corta y por tanto mayor
energia. Este fendmeno es muy comudn en los farmacos que tienen grupos
fotosensibles en su estructura molecular.

e Efecto del cambio de pH: El farmaco tiende a degradarse por diversos
mecanismos de reaccion cuando entra en contacto con buffers de pH
diferente. La estabilidad de un farmaco con respecto a un pH diferente es
importante para disefiar la formulacién y la via de administracion. Esto es
muy importante ya que las diferentes partes del cuerpo se tienen diferentes

ambientes de pH y el farmaco tiene que ser estable para ser efectivo.

Dentro de los estudios de formulacion del medicamento todos los excipientes deben
cumplir con especificaciones establecidas en farmacopeas para su uso en medicina
humana.

La eleccion de los excipientes debe considerarse cuidadosamente y se debe ser
capaz de justificar su uso dentro del medicamento. Idealmente, estos deben
limitarse al minimo para garantizar la uniformidad de la dosis y la estabilidad durante
todo el periodo de vida util propuesta del producto. La razon de ser de la eleccién
de los excipientes, asi como de sus interacciones con medicamentos se ha
demostrado como una base para la formulacion de nuevas formas farmacéuticas.
Por lo tanto, los excipientes son componentes importantes de las formulaciones
farmacéuticas y pueden tomar parte activa en la mejora de las caracteristicas de las
formulaciones. La pronta prediccion de la incompatibilidad farmaco-excipiente es
vital para evitar el costoso desperdicio de material y los retrasos de tiempo. En
particular, la baja disponibilidad del farmaco y las limitaciones de tiempo asociadas
con las primeras etapas del desarrollo de la formulacion han hecho que tales

predicciones sean deseables. 8910



2.2 Vaginosis

La microbiota vaginal tiene un papel importante en la salud del aparato reproductor
femenino. La microbiota vaginal de mujeres sanas generalmente se clasifica en una
de cinco categorias, cuatro de las cuales estan dominadas por una sola especie de
Lactobacilos (Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. iners o L. jensenii) y la quinta se
caracteriza por diversos especies anaerobicas y facultativas. Este ultimo grupo se
ha asociado tradicionalmente con la vaginosis bacteriana, una enfermedad

caracterizada por secrecién vaginal y mal olor. 11 12

La enfermedad es considerada una molestia mas que una infeccién grave, pero en
la actualidad se la considera un factor responsable de muchos partos prematuros y

de recién nacidos con bajo peso.

No existe una enfermedad correspondiente en los hombres, si bien G. vaginalis a
menudo esta presente en la uretra masculina. Por consiguiente, la enfermedad
puede transmitirse por via sexual, pero en ocasiones afecta a mujeres que nunca

han sido sexualmente activas. !

2.2.1 Generalidades

En las mujeres en edad reproductiva, la secrecion vaginal normal se caracteriza por
ser inodora, clara y viscosa; con un pH acido (< 4.5) y ausencia de neutrofilos. En
esta etapa la flora vaginal esta constituida en su mayor parte por Lactobacillus sp;
sin embargo, es comun encontrar Gardnerella vaginalis y Estreptococo del grupo B,

asi como Candida albicans.13

La vaginosis es una causa comun de secrecion vaginal anormal y se caracteriza por
crecimiento excesivo de organismos predominantemente anaerébicos en la vagina
lo que lleva a un reemplazo de lactobacilos y un aumento en el pH vaginal, puede
surgir espontaneamente, pero a menudo se presenta como una enfermedad cronica
O recurrente y es mas comun en mujeres de edad fertil, pero también puede

encontrarse en mujeres menopausicas y es bastante rara en nifias. 4 1°

La vaginosis bacteriana es una condicion caracterizada por el reemplazo de los

lactobacilos vaginales con otras bacterias, sobre todo microorganismos



anaerobicos, tales como Gardnerella vaginalis y Prevotella, Peptostreptococcus y
Bacteroides spp. Se identifica con una prevalencia que oscila entre el 10 - 40%, de

acuerdo a diferentes estudios, y se considera la infeccién vaginal mas frecuente.®

Cabe mencionar que un numero importante de investigadores considera a la
vaginosis bacteriana como un complejo desequilibrio microbiano, no como una

infeccion.

La vaginosis bacteriana es el problema ginecoldgico mas comun, afectando a mas
del 25 % de las mujeres principalmente en edad reproductiva. Esta asociada a
diversos problemas, tales como infecciones post-operatorias, parto prematuro,
enfermedad inflamatoria pélvica, citologia cervical a normal y endometritis postparto
y postaborto, asi como a un aumento en la susceptibilidad a diversos patégenos
causantes de infecciones de transmisibn sexual: Neisseria gonorrhoeae,
Trichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis, virus del papiloma humano y virus

de la inmunodeficiencia humana, y otras infecciones como candidiasis. 1617

2.2.2 Anatomiay fisiologia de la vagina

La vagina es un organo especializado cuya funcion primaria es la reproduccion. Es
un tubo muscular elastico que contiene un espacio virtual de aproximadamente 7.5
cm de longitud, localizado entre el recto y la uretra. Tiene tres capas de tejido: tejido
epitelial, tejido conectivo y tejido muscular. La figura 1 ilustra la anatomia de la

vagina 4 17

Con la edad, la atrofia provoca que la vagina se acorte y el revestimiento de la
mucosa se vuelve delgado, seco, menos elastico y palido por la disminucién de la
vascularidad. Esto causa que la mucosa vaginal sea altamente susceptible a la
abrasion y que el pH de las secreciones vaginales aumente, haciendo el ambiente

vaginal mas alcalino.*

El pH vaginal se encuentra en un rango de 4 a 4.5 aunque en el periodo de la
pubertad y la menopausia el pH de la vagina esta entre 3.5 y 4.5. La vagina se
humedece y se limpia diariamente por secreciones que también se usan como

lubricante del tracto vaginal. Diariamente una vagina normal segrega alrededor de



1.5 gramos de fluido vaginal. Este fluido es inodoro, blanco o claro y viscoso. Hay
un incremento en las secreciones vaginales durante la ovulacion, el embarazo y

durante la excitacion sexual.* 17

Este liquido que lubrica a la vagina es secretado por las glandulas de Bartholin, las
cuales se encuentran localizadas cerca del orificio vaginal y en el cérvix. El fluido
esta compuesto principalmente por glucoproteinas, mucopolisacaridos, electrolitos
y agua. La mucosa de la vagina, ademas de proveer los nutrientes necesarios para

la microbiota vaginal, también contiene receptores para la microbiota. " 18
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Figura 1. Anatomia de la vagina

2.2.3 Diagnostico

El examen fisico, debe incluir una evaluacion de la vulva y revision con espejo
vaginal, en donde se pueden obtener muestras para la medicion del pH, la prueba
de las aminas y frotis para examen directo al microscopio 13

Un frotis de exudado vaginal con tincion de Gram, utilizando los criterios de Ison y

Hay, para el diagnostico de vaginosis bacteriana:

e Grado | (Normal): predominan los lactobacilos
e Grado 2 (Intermedio): hay flora mixta con algunos lactobacilos presentes,

pero también se observan morfotipos de Gardnerella o Mobiluncus.



e Grado 3 (Vaginosis) predominan Gardnerella o Mobiluncus, se observan

pocos lactobacilos, o ausencia de los mismos 1/

También el diagndstico de vaginosis se ha realizado tradicionalmente utilizando los
criterios de Amsel’s, que incluyen los siguientes tres: descarga vaginal anormal, pH
de mas de 4.5, olor fétido después de la adicion de hidroxido de potasio, 0 presencia

de células clave en la tincion de Gram.

2.2.3.1 Diagnéstico basado en criterios clinicos y microscopicos

Los criterios mas utilizados actualmente para el diagndstico de Vaginosis bacteriana
incluyen al menos tres de las siguientes cuatro caracteristicas: secrecion vaginal
con un pH > 4.5, presencia de una descarga homogénea, un olor a amina volatil o
a pescado cuando la descarga se trata con una solucién de hidroxido de potasio y
presencia de células epiteliales escamosas recubiertas con bacterias (células clave)
cuando la descarga se examina microscopicamente. Es importante mencionar que
tres de los cuatro criterios pueden evaluarse en laboratorios de microbiologia clinica

(pH, olor a pescado y células clave) mediante el uso de métodos estandarizados !

2.2.3.2 Diagndstico determinado por el uso de criterios microbioldgicos

Los estudios microbiol6gicos en mujeres con vaginosis bacteriana incluyen listados
de la prevalencia de especies especificas que se cree que estan asociadas con
enfermedad sintomatica en comparacion con su prevalencia en sujetos sanos.
Estos organismos incluyen G. vaginalis, bacilos anaerdbicos gramnegativos, cocos
anaeroébicos y Lactobacillus sp. Si bien los métodos de cultivo y las técnicas de
identificacion varian de estudio a estudio, se observa que especies como G.
vaginalis estan presentes en el 90% de los sujetos sintoméaticos. Lactobacillus sp.
por otro lado, esta presente en el 70% de sujetos. Estudios mas detallados muestran
que, cuando esta presente, G. vaginalis, los bacilos anaerobios Gram-negativos y
COCOS gram positivos se encuentran en altas concentraciones, mientras la poblaciéon
de Lactobacillus sp. ya no son numéricamente dominantes y se muestran nimeros

muy reducidos en comparacién con poblaciones medidas en sujetos sanos. 11 1°



2.2.4 Tratamiento

Los antibidticos con actividad anaerobia son efectivos para el tratamiento de la

vaginosis bacteriana. El metronidazol y la clindamicina son los mas utilizados.

El tratamiento habitual contra la vaginosis consiste en metronidazol oral durante 5
a 7 dias. El porcentaje de curacion alcanza hasta un 95% pero no se modifica la
posibilidad de recurrencias. Se autorizan los tratamientos tépicos intravaginales a
base de clindamicina o geles de metronidazol. Son mas costosos y tienen una
eficacia similar. En algunos casos se sugieren probidticos. Se han propuesto

lactobacilos vaginales y gel de acido lactico para acidificar la vagina.t’

Otra alternativa utilizada como agente terapéutico viable y seguro para el
tratamiento de la vaginosis corresponde a la aplicacion de Acido Ascorbico

(Vitamina C) en tabletas vaginales. 1°

2.2.5 Formas farmacéuticas de administracién vaginal

Las vias de administracion vaginal se refieren a la introduccién de un medicamento
sélido, liquido o cremoso dentro del canal vaginal. Suelen usarse diferentes formas
farmacéuticas como lo son los comprimidos vaginales, cipsulas, évulos, pomadas,

cremas o geles.?°

Por lo que las formas farmacéuticas de administracion vaginal son formas con
disposicion fisica que se da a los farmacos y aditivos para constituir un medicamento

y facilitar su dosificacién y administracion. 2!

La via vaginal se utiliza principalmente para conseguir efectos locales, pero también
se pueden alcanzar efectos sistémicos. La pared vaginal es adecuada para la

absorcion de uso sistémico, ya que contiene una amplia red de vasos sanguineos.??

Si bien se han mencionado diferentes formas farmacéuticas de uso vaginal, con

fines de este trabajo solo nos enfocaremos a los évulos.
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2.30vulo

2.3.1 Definicién

Presentacion solida a temperatura ambiente que contiene el o los farmacos y
aditivos, de forma ovoide o cobnica, con un peso de 5 a 10 g, preparado
generalmente con gelatina glicerinada o con polietilenglicoles. Se funde, ablanda o

disuelve a la temperatura corporal, y su via de administracién es vaginal.?*

2.3.2 Componentes

e Farmaco

Debe de tenerse en cuenta la solubilidad del farmaco en el vehiculo, ya que

determina el tipo de producto, si se realizara una soluciéon o una suspension.
e Vehiculo (base)

Se utilizan principalmente tres tipos de bases, en la primera categoria se encuentran
las bases grasas, oleaginosas o aceitosas que funden a temperatura corporal para
liberar el principio activo. En este rubro la manteca de cacao es la mas usada, en
gran medida, cumple con los requisitos de una base ideal. A temperaturas ambiente
normales de 15 ° a 25 ° C, es un solido amorfo y duro, pero a 30 ° a 35 ° C, es decir,
a la temperatura corporal, se derrite a un aceite suave, no irritante. Los triglicéridos
sintéticos mas nuevos consisten en aceites vegetales hidrogenados. Su ventaja
sobre la manteca de cacao es que no exhiben polimorfismo. Sin embargo, son mas
caros. Algunas bases de tipo triglicérido incluyen Dehydag®, Hydrokote®,
Suppocire® y Witepsol®. 4 10

La segunda categoria contiene bases solubles o miscibles en agua e incluye
polimeros del glicol como polietilenglicol o poloxamer, bases de gelatina o glicerina
que absorben agua y se disuelven para liberar el principio activo. La gelatina
glicerinada es una base util, particularmente para ovulos. Es adecuada para usar
con una amplia gama de medicamentos, incluidos alcaloides, acido bérico y 6xido

de zinc. Los o6vulos de gelatina glicerinada son sdlidos translicidos, elasticos y
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gelatinosos que tienden a disolverse o dispersarse lentamente en las secreciones

mucosas para proporcionar una liberacion prolongada de los ingredientes activos.

Los 6vulos hechos con gelatina glicerinada deben mantenerse en recipientes bien
cerrados en un lugar fresco, ya que absorberdn y se disolveran en la humedad
atmosférica. Ademas, aquellos destinados a una vida util prolongada deberian tener
un conservador agregado, como metilparabeno o propilparabeno, o0 una
combinacion adecuada de los dos. Para facilitar la administracion, los ovulos de

gelatina glicerinada deben sumergirse en agua justo antes de su uso.*

Los polimeros de polietilenglicol han recibido mucha atenciéon como bases para
ovulos en los ultimos afios porque poseen muchas propiedades deseables. Son
guimicamente estables, no irritantes, miscibles con agua y secreciones mucosas, y
pueden formularse, ya sea por moldeo o compresion, en un amplio rango de dureza
y punto de fusién. Al igual que la gelatina glicerinada, no se derriten a la temperatura
corporal, sino que se disuelven para proporcionar una liberacibn mas prolongada

gue la manteca de cacao.

Ciertos polimeros de polietilenglicol pueden usarse individualmente como bases de
ovulos, pero mas comunmente, las formulas requieren compuestos de dos 0 mas
pesos moleculares mezclados en diversas proporciones segun sea necesario para
obtener un producto terminado de dureza y tiempo de disolucién satisfactorio. Dado
que los 6vulos miscibles en agua se disuelven en fluidos corporales y no necesitan
formularse para fundirse a la temperatura corporal, se pueden formular con puntos
de fusién mucho mas altos y, por lo tanto, se pueden almacenar de forma segura a

temperatura ambiente.

La tercera categoria de base es un diverso grupo que contiene agentes
desintegrantes, gomas naturales, agentes efervescentes, colageno y otros. 4

Deben de presentar una temperatura de fusion menor de 37°C. El rango de fusion
debe ser lo bastante pequefio para permitir la solidificacion rapida después de su
preparacion para evitar la separacion del farmaco de este, ya que cuando la
velocidad de solidificacion es alta pueden aparecer fisuras, cuando se aplique un

enfriamiento rapido.
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El cuadro 1 muestra algunas consideraciones para una buena eleccion de la base

dependiendo de la solubilidad del principio activo.

Una buena base debe ser estable quimica y fisicamente durante su

almacenamiento. 4 10

Cuadro 1. Solubilidad del principio activo y eleccién de la base. 4 1°

Solubilidad en  Solubilidad Eleccion de la base
grasa en agua
Baja Alta Base Grasa
Alta Baja Base acuosa
Baja Baja Indeterminado

Pueden afadirse distintos tipos de aditivos segun la necesidad a la hora de la
fabricacibn como son: aditivos para aumentar la viscosidad y/o agentes

surfactantes.?2

2.3.3 Métodos de Fabricacion

Los 6vulos generalmente se fabrican por dos métodos, moldeado por fusion y el
moldeado por compresion fria. Existe uno menos usado el cual es el moldeado a

mano.

En general, los procesos de manufactura siguen los siguientes pasos: la
preparacién del activo y algunos otros ingredientes en polvo, preparacion de la base,
mezclado, incorporacion de los polvos en la base y la posterior formacion de los
ovulos antes del mezclado se recomienda un tamizado previo de los polvos con el
propésito de separar las particulas antes de incorporarlas a la base. Polvos mas
finos son mas comunmente usados tanto en el método por fusion como en el de

compresion en frio.
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2.3.3.1 Preparacién por fusion

El procedimiento de obtencién por fusion es el que generalmente se utiliza a escala

industrial. Las etapas del procedimiento son las siguientes:

» Tratamiento del excipiente. El primer paso consiste en fundir el excipiente a una
temperatura lo mas baja posible, en contenedores de doble pared por las que
circula un fluido a la temperatura adecuada. En el fondo del contenedor se
dispone un tamiz que retendrd los fragmentos de excipiente que no se hayan
fundido. La masa fundida se pasa, a través del tamiz, al mezclador.

= Incorporacion del principio activo. Si el principio activo es insoluble en la masa y
debe incorporarse como suspension, el tamafio de particula debe disminuirse,
para evitar la sedimentacion en el transcurso del enfriamiento. Si el principio
activo es insoluble en la masa, pero soluble en agua, puede incorporarse la
solucion acuosa en forma de emulsion. Esta técnica presenta a veces algunos
inconvenientes relativos a la absorcion del medicamento.

= Homogeneizacién de la masa. La homogeneidad de la mezcla constituida por el
principio activo y el excipiente, se lleva a cabo en el contenedor de doble pared
a temperatura estrictamente controlada y con un dispositivo de agitacion
conveniente (de hélice, de turbina, etc.). La agitacion debe mantenerse mientras
dure el llenado de los moldes para evitar la sedimentacion del principio activo.

* Moldeo. Frecuentemente los moldes se enfrian antes del llenado para acelerar
la solidificacion de la masa. Para el vertido se utilizaran técnicas variables,
aunqgue la mas generalizada es la circulacién de los moldes mediante cintas, por
debajo del conducto dosificador. Los moldes se llenan con un ligero exceso.

= Enfriamiento de la masa. Se realiza, generalmente, en dos tiempos. Tras un
enfriamiento previo, se procede al raspado del exceso de masa, y tras el
enfriamiento final, se procede al vaciado o desmolde. El enfriamiento puede
llevarse a cabo en grupos frigorificos estaticos o en tuneles frigorificos. En este
altimo caso se trataria de dos tuneles consecutivos por cuyo interior circulan los
moldes; a la salida del primer tanel se efectia el raspado y a la del segundo se

procede al vaciado.
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Basicamente, los pasos del moldeo por fusion incluyen la fusion de la base, la
incorporacion del o los principios activos y otros polvos, vaciado de la mezcla liquida
en los moldes, permitir que la mezcla fundida se enfrie para una posterior

congelacion, después de la cual se procede a retirar los 6vulos de los moldes.

Las principales ventajas del preparado por fusion son: mejor apariencia que por
compresion, menor riesgo de contaminaciéon, mayor uniformidad de dosis. Sin
embargo, se requieren moldes especiales y se debe tener especial cuidado con

principios activos termosensibles. 4©

La figura 2 muestra el proceso general de fabricacion de 6vulos por fusion.

Afadir el principio
activo pulverizado y
los excipientes

Mezclar
uniformemente

Fundir la base sin
sobrecalentar

Verter en los
moldes
considerando un
exceso

Desmoldar

Figura 2. Proceso general de fabricacion de évulos por fusion.

2.3.3.2 Preparacion por compresion

Los 6vulos pueden ser preparados por compresion forzando la masa de la base del
ovulo y él o los principios activos y otros polvos en moldes especiales usando
maquinas para preparacion de o6vulos y supositorios. En la preparacion por
compresion, la base y los otros componentes de la formulacién deben ser
mezclados vigorosamente, la friccibn de este proceso causa que la base adquiera

una consistencia pastosa.
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Este método debe usarse cuando el principio activo sea termolabil o cuando los

componentes de la formulacién sean insolubles en la base. *

2.3.4 Controles de calidad

Los controles de calidad aplicables a estas formas farmacéuticas de acuerdo
a la Farmacopea son: Aspecto, ensayos de ldentidad, variacién de peso, intervalo
de fusién, desintegracion, tiempo de licuefaccion a 37°C, uniformidad de dosis,

fugas, valoracion del principio activo en porcentaje. 2t

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015. Estabilidad de
farmacos y medicamentos, asi como de remedios herbolarios los parametros a
evaluar son: Apariencia/descripcion/aspecto (incluyendo consistencia), color,
valoracion, pérdida de peso (solo si el envase primario es semipermeable),

contenido de conservadores (cuando aplique), limite microbiano (inicial y final) 23

Mientras que Guidance for Industry Stability Testing of Drug Substances and Drug
Products establece que para 6vulos se debe evaluar: Aspecto, color, valoracion,
productos de degradacién, tamafios de particula, intervalo de fusion, disolucién a

37°C, limites microbianos 24

Cuadro 2. Comparacion de parametros a evaluar de acuerdo a la NOM 073y
Guidance for Industry Stability Testing of Drug Substances and Drug Products

Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015 Guidance for Industry Stability Testing of Drug

Substances and Drug Products

Apariencia/descripcidén/aspecto Aspecto
(incluyendo consistencia)

Color Color
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Valoracion

Pérdida de peso (solo si el envase

primario es semipermeable)

Contenido de conservadores (cuando
aplique)

Limite microbiano (inicial y final)

Valoracion

Productos de degradacion
Tamafos de particula
Intervalo de fusion
Disolucion a 37°C

Limites microbianos

Con base a lo anterior para fines de este proyecto se tendran en cuanta los

siguientes controles de calidad:

1) Descripcion

2) Color

3) Dureza

4) Ensayo de identidad

5) Variacion de peso

6) Intervalo de fusion

7) Tiempo de licuefaccion
8) Uniformidad de dosis

9) Valoracion

10) Hermeticidad

2.3.5 Problemas, causas y soluciones

Los principales problemas que se presentan durante la fabricacion de 6vulos, su

causa y solucién se muestran en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Problemas causa y solucién en la fabricacion 41622

Problema
Division, picadura y
agrietamiento

Pegado al molde

Poca homogeneidad
del producto

Producto no solidifica

Exudacion

Causa
El excipiente se contrae
fuertemente.

Diferencia demasiado
grande entre las

temperaturas de vertido y
enfriamiento.

Moldes no apropiados.

Remover los O6vulos de
manera prematura.

Lenta  contraccion del

excipiente.
Falta de enfriamiento.
Mala agitacion.

Temperatura de vaciado
demasiado alta.

Enfriamiento  demasiado

lento.

Inclusién de aire.

Excipiente inapropiado.

Excipiente inapropiado.

Solucion
Usar un excipiente
solidifique lentamente.

que

Disminuir la diferencia de
temperaturas ya sea
disminuyendo la temperatura
de vaciado (si es posible) o
incrementando la temperatura
de enfriamiento, o0 ambas.

Usar Moldes apropiados.
Prolongar el tiempo de moldeo.

Usar un excipiente
solidifique rapidamente.

que
Disminuir la temperatura de
enfriamiento

Mejorar la técnica.

Reducir si es posible.

Incrementar si es posible.

Revisar el tipo y velocidad de
mezclado

Usar excipientes con
resistencia mecanica.

alta

Reformular solucién acuosa;
usar emulsificante.
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2.3.6 Escalamiento

El escalamiento se define generalmente como el proceso de aumentar el tamafio
de lote. Especificamente, es el proceso mediante el cual se busca el transferir los
resultados de busqueda y desarrollo obtenidos en los lotes de laboratorio, a los lotes

piloto y finalmente a los lotes de produccién. 2°

El escalamiento puede abarcar cambios en el equipo de proceso y operacion,
asociados con un aumento en la produccion, pero siempre gue se escala se
recomienda fabricar un lote experimental con el fin de demostrar que el proceso
sigue siendo aceptable y el producto se puede fabricar sin problemas en mayor

escala. ’

2.3.7 Acondicionamiento

Los factores que pueden ser adversos para la estabilidad de un principio activo o un
medicamento, deben ser tomados en cuenta en la seleccién del contenedor y el

procedimiento para ubicar el producto en el mismo.26

El desarrollo del proceso de envase, cierre y empaque debe ser permanentemente
supervisado por los riesgos que tiene; posteriormente se procede al marcado y
etiquetado del producto de acuerdo a la NOM 072 etiquetado de medicamentos y

por Ultimo a su embalaje y almacenamiento.?®

2.3.8 Ciclaje

Estudia los efectos de la variacién de temperatura, es particularmente apropiado
para las condiciones de transporte y almacenamiento de ciertos productos
farmacéuticos, por lo que debe ser considerado. Los productos farmacéuticos
susceptibles a separacion de fases, pérdida de viscosidad, precipitacion, y
agregacion deben ser evaluados bajo ciertas condiciones de temperatura. Como
parte de la prueba de estrés, el empaque del producto farmacéutico debe ser ciclado
a través de las condiciones de temperatura que simulen las condiciones de

almacenamiento en el mercado.

Un estudio de ciclaje térmico para productos farmacéuticos puede estar expuesto a

variaciones de temperatura por encima de cero grados, puede consistir en tres
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ciclos de dos dias a temperatura de refrigeracion (2 — 8 °C) seguido de dos dias

bajo condiciones aceleradas de almacenamiento (40 °C).

Por otra parte se puede realizar un estudio de ciclaje térmico a temperaturas bajo
cero, y puede consistir en tres ciclos de dos dias a temperatura de congelacion
(-10°C a -20°C) seguido de dos dias bajo condiciones aceleradas de

almacenamiento (40 °C). 24

2.4 Acido ascorbico

En la figura 3 se muestra la estructura quimica del acido ascérbico.
e Sinonimos:

Acido L-ascorbico,

(R)-5-[(S)-I, 2-dihidroxietil J-3,4-dihidrax i-5 H-furan-2-ona,

Vitamina C 21

Figura 3. Estructura del &cido ascorbico.
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2.4.1 Propiedades fisicoquimicas

En el cuadro 4 se muestran las propiedades fisicoquimicas del &cido ascorbico

Cuadro 4. Propiedades fisicoquimicas del acido ascérbico'>23

Propiedad Especificacion

Descripcién Cristales o polvo blanco o ligeramente
amarillo, por exposicion a la luz se
descompone gradualmente. En estado seco
es estable al aire, pero en solucidén se oxida

rapidamente.
Solubilidad Facilmente soluble en agua, ligeramente
soluble en alcohol, casi insoluble en

cloroformo y en éter dietilico.

pH Entre 2.1y 2.6. Determinar en una solucién de

la muestra al 5.0 %.

Aspecto de la solucion Preparar una solucién de la muestra al 5.0 %
en agua libre de diéxido de carbono. La
solucion es clara.

Punto de fusion Entre 190°C y 192°C

pKa 417 11.57

2.4.2 Estabilidad y productos de degradacion

En forma de polvo, el &cido ascorbico es relativamente estable en el aire, también
estable al calor. %’

Es sensible a la luz y se oscurece al exponerse a la luz, una ligera decoloracion o
coloracién no perjudica la actividad terapéutica. 2’
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El &cido ascoérbico es una lactona insaturada. En solucion acuosa es facilmente
oxidable formando acido dihidroascoérbico. La ruta de oxidacion es dependiente del
pH, la concentracion de oxigeno y si es catalizado por algun ion metalico,

especialmente por cobre y hierro. 28

El &cido ascorbico es susceptible a degradacion tanto a condiciones aerdbicas como
anaerobicas, dando furfural y dioxido de carbono. Los perfiles de pH para ambas
degradaciones muestran un maximo cercano a pH 4 y por debajo de pH 1.5. La
mayor estabilidad ocurre cerca de pH 3 y pH 6. La estabilidad del acido ascorbico
en formas farmacéuticas solidas es buena, siempre que se controle el contenido de

humedad. Se observa la mejor estabilidad en glicerina, sorbitol y propilenglicol.

La degradacion del acido ascorbico ocurre bajo condiciones anaerdbicas como
aerobicas dando diferentes productos de degradacion. En condiciones aerébicas el
acido ascoérbico es oxidado a acido dihidroascorbico seguido por una hidrolisis y una
oxidacion para formar 4cido dicetogulénico y acido oxalico como se ilustra en la
figura 4.2% %0

Ho _ OCH
Oxidacion Q‘”
_— N HI‘ hidrélisis G=0
t"‘-"— S r— qHﬂ'!
CH,OH CHgOH GHOH
CHa0H

Acido ascorbico Acido dihidroascérbico )
Acido dicetogulénico

Figura 4. Ruta de degradacioén del &cido ascérbico en condiciones aerdbicas. 2°

En condiciones anaerébicas el acido ascoérbico sufre deshidratacion e hidrdlisis
formando furfural y didxido de carbono. La deshidratacion es rapida en medio acido
como en medio basico como se muestra en la figura 5. La velocidad de

descomposicion a pH 6 es casi 20 veces mas rapida bajo condiciones aerdbicas.?°
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HEI OoH HO -0 P
Je=1) s e
H 0 0 H% 0 o o
HeOH CHz0H

lm

Acido ascérbico

i
HO + €O, + A\ QE-WGH
_— )

Furfural

Figura 5. Ruta de degradacion del acido ascorbico en condiciones anaerébicas. 2°
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones vaginales son un motivo frecuente de consulta a un ginecoélogo en
las mujeres en edad reproductiva. La vaginosis bacteriana con una prevalencia

cercana a 30%, es la infeccion vaginal mas frecuente. 3!

Existen diferentes causas y tratamientos para la vaginosis bacteriana desde
antibiéticos orales hasta medicamentos tdpicos, el tratamiento que se abordara en
este proyecto es el uso de acido ascorbico como regulador de pH, alterno al
medicamento que se encuentra comercializado en México fabricado por los
laboratorios Armstrong bajo el nombre de Femiprim ®, el cual esta disponible en
tabletas vaginales. Sin embargo, las tabletas vaginales no son muy atractivas
porgue no se pueden desintegrar rapidamente debido a la escasa cantidad de agua
presente en la vagina, son mas dificiles de administrar o introducir debido al tamafio
y en ocasiones se puede confundir la via de administracion, por lo que se
desarrollard una formulacién en Ovulos para poder ofrecer una alternativa al

tratamiento y en una forma comercial que muchas mujeres conocen. 22

En este proyecto se desarrollé una forma farmacéutica en évulos de acido ascorbico
para la cual se encontr6 una base que permiti6 que el acido ascoérbico se
mantuviera estable, mediante estudios de preformulacibn en las etapas de
caracterizacion del principio activo, estabilidad del acido ascérbico en condiciones
de luz, temperatura, humedad y frente a condiciones de pH y oxido/reduccién, asi
mismo se evaluara la compatibilidad del acido ascorbico en combinacién con
diferentes excipientes, considerando los resultados de este estudio se establecié
una formulacion estable que cumplié con las caracteristicas de calidad del producto,
se desarroll6 y validé el método de valoracién que permitié la cuantificacion del

principio activo en la formulacién desarrollada.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Elaborar una formulacion de 6vulos de acido ascorbico para el tratamiento de la

vaginosis que cumpla con los criterios de calidad establecidos para el producto.

4.2 Objetivos particulares

Realizar el estudio de caracterizacion fisico-quimica para el &cido ascorbico.
Evaluar la compatibilidad de principio activo-excipientes.

Seleccionar la formulacion de acido ascoérbico en 6vulos mas adecuada.
Desarrollar y validar un método analitico para la cuantificacion del acido
ascorbico en évulos.

Realizar un escalamiento para establecer las condiciones de fabricacién del
producto de évulos de acido ascorbico.

Evaluar diferentes materiales de envase que aseguren la estabilidad de la

formulacion desarrollada mediante un ciclaje.
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V. HIPOTESIS

A través de la caracterizacion fisico-quimica, la evaluacion de las diferentes rutas
de degradacion del acido ascoérbico y compatibilidad con los posibles excipientes,
se obtendra una formulacion de 6vulos que cumpla con las especificaciones de
calidad requerida.
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VI. MATERIAL Y EQUIPO
A. Equipos
Caframo
Camara de luz blanca
Dosificadora para supositorios ERWEKA AR400
Durémetro para supositorios ERWEKA
Estufas de estabilidad CAISA INC
Lampara de UV CAMAG UV-BETRACHTER
Parrilla de agitacion y calentamiento THERMO SCIENTIFIC CIMAREC
Refrigerador
Sonicador, BANDELIN SONOREX SUPER RK1050 CH
B. Instrumentos
Balanza analitica METTLER TOLEDO CLASSIC LIGHT
Balanza semi-analitica OHAUS
Espectrofotdmetro PERKIN-ELMER
Espectrofotometro HITACHI U-2900
Estufa SHEL LAB
C. Material
Bolsas de polietileno trasparentes
Celdas de cuarzo
Juego de Pesas para dureza de supositorios

Propela de paleta
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Termometro
D. Reactivos solidos grado analitico
Almidon
Bicarbonato de sodio
Hidroxido de sodio
Silice Gel
Triéxido de Arsénico
Yodo
Yoduro de potasio
Yoduro mercurico rojo
Zinc
E. Reactivos liquidos grado analitico
Acido clorhidrico
Cloroformo
Etanol
Eter dietilico
Soluciones amortiguadoras pH 2, 3, 4,5y 6
Perdxido de hidrogeno al 30%

F. Sustancia de referencia
Acido ascorbico proveedor GYLSA.

G.Insumo grado farmacéutico

Acido benzoico, Drogueria Cosmopolitan.
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Acido estearico, Farmacia Paris.
Alcohol cetilico, Donativo.

Aerosil, Donativo.

Suppocire A, GYLSA.

Span 60, Canamex.

Tween 20, Drogueria Cosmopolitan.
Tween 80, Cedrosa.

Carboximetil celulosa (CMC), Mercurio.
EDTA

Estearam, Donativo.

Glicerina, Cedrosa.

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), Searle.

Metabisulfito de sodio, Cedrosa.
Polietilenglicol 4000, Cosmopolitan.
Pelietilenglicol 6000, Cosmopoltan.
Propilenglicol, Quimica alkano.

H. Soluciones preparadas
Acido clorhidrico 0.01 N

Acido clorhidrico 2 M
Almidon soluble S.1.
Hidréxido de sodio 1 M

Yodo S.V.0.1 N
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VIl. METODOLOGIA

7.1 Diagrama de flujo

En la figura 6 se muestra la metodologia usada para este proyecto.

Revision
Bibliografica

Viabilidad del
proyecto

Preformulacion Formulacion

Caracterizacion Formulaciones
Fisico-quimica Tentativas

Pruebas de
control de
calidad

Y
y validacion de
método
principio activo analitico

Estabilidad Establecer
intrinseca del proceso

Compatibilidad Formulacién

farmaco- final
excipiente

Escalamiento

Control de

Ciclaje
calidad J

Figura 6. Diagrama de flujo
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7.2 Método

7.2.1 Preformulacién

Las pruebas realizadas para la caracterizacion fisico-quimica del acido ascérbico se

realizaron por triplicado y fueron las siguientes:

7.2.1.1 Descripcién

Se llevd a cabo una revision visual demostrando las caracteristicas de la materia

prima como son apariencia y color.

7.2.1.2 Solubilidad

Al realizar esta prueba, se tomaron 10 mg de acido ascérbico y se colocaron en un
disolvente a una temperatura de 25°C con agitacion vigorosa durante 30 segundos
a intervalos de 5 minutos. Se utilizaron los siguientes disolventes: agua, alcohol,
cloroformo, éter di etilico, metanol y propilenglicol, tomando las partes en peso y

volumen de acuerdo al cuadro 5.

Cuadro 5. Términos de solubilidad

Términos Partes de Disolvente en volumen

regueridas para 1 parte de soluto

Muy soluble Menos de 1 parte
Facilmente soluble De 1 a 10 partes
Soluble De 11 a 30 partes
Poco soluble De 31 a 100 partes
Ligeramente soluble De 101 a 1000 Partes
Muy ligeramente soluble De 1001 a 10000 partes
Casi insoluble Més de 10000 partes

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 112 Edicion.

7.2.1.3 Medicion del pH (MGA 0701)

Para la medicion del pH se prepard una solucién de acido ascorbico al 5% en agua

y midié el pH con un potenciémetro.
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7.2.1.4 Ensayo de identidad

a) Espectro UV: Se tomaron 30 mg de la sustancia de referencia de &cido
ascorbico, en un matraz volumétrico de 50 mL, se disolvio y se llevd a
volumen con agua destilada. Se tomo una alicuota de 1 mL de la solucién y
se colocd en un matraz volumétrico de 50 mL, se llevo a volumen con &cido
clorhidrico 0.01N.

La muestra se preparé de la misma manera que la sustancia de referencia y
a ambas se les realizd un barrido con el espectrofotometro utilizando celdas
de cuarzo y HCI 0.01 N como blanco.

b) Espectro IR: Las muestras se mandaron al laboratorio de espectroscopia

para que fuera analizado por la técnica ATR (reflectancia total atenuada).

7.2.1.5 Pérdida por secado

Se coloco aproximadamente entre 1 o 2 gramos de muestra en la termo balanza
tapandola y se procedio a registrar el peso. Se registrdé cada minuto el resultado que

se muestra en la pantalla de la balanza durante 10 minutos.

7.2.1.6 Valoracién

Se disolvieron 100 mg de acido ascorbico en una mezcla de 100 mL de agua libre
de diéxido de carbono y 25 mL de solucién de acido sulfarico 2.0 N. Se titul6 la
solucién inmediatamente con SV de yodo 0.1 N; se agregaron 3 mL de Sl de almidon
cuando se acerque al punto final. Cada mililitro de SV de yodo 0.1 N equivale a

8.806 mg de acido ascérbico.

7.2.2 Estabilidad intrinseca

7.2.2.1 Estabilidad en sélido

Se pesaron 100 mg de acido ascorbico y se coloco en seis frascos viales para cada
condicion. Los estudios de estabilidad del &cido ascorbico se realizaron
sometiéndolo a diferentes condiciones como fueron 40°C / 75%HR, 50°C, 60°C y

luz blanca. Evaluando semanalmente cualquier cambio fisico que pudiera
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observarse y cambios quimicos mediante la cromatografia en capa fina, con el

sistema de elucién etanol: agua (5:2)

7.2.2.2 Estabilidad en solucién

La estabilidad en solucion se realiz6 mediante 4 reacciones extremas, adicionando
a cada tubo de ensaye con tapon de baquelita un gramo &acido ascoérbico y
afiadiendo 10 mL de las soluciones mostradas en el cuadro 6, las reacciones se
mantuvieron a una temperatura de entre 75 a 80°C durante un periodo de 5 horas
consecutivas en un bafio de agua con agitacion continua para garantizar la

homogeneidad de la temperatura del bafo.

Cuadro 6. Soluciones para cada reaccion.

Soluciones para cada reaccion
Hidrolisis acida  HCI 2 M
Hidrolisis basica NaOH 2 M
Oxidacién H202 30%
Reduccién HCI 10% + Zn

Una vez iniciada cada reacciéon fueron monitoreadas cada hora fisicamente en la
cual se realizaba una inspeccion visual y quimicamente por medio de cromatografia

en capa fina en un sistema de elucion etanol: agua (5:2).

7.2.2.3 pH de méxima estabilidad

Se realizé esta prueba colocando el acido ascoérbico a diferentes pH, como se
observa en el cuadro 7, en tubos de ensayo para las soluciones amortiguadoras de

pH 2, 3, 4, 5y 6. La cual se evalué mediante cromatografia de capa fina.

Cuadro 7. Soluciones amortiguadoras

pH  Solucion amortiguadora

2  SA de fosfatos pH 2 (fosfato dibasico de sodio-fosfato monobésico de
potasio)

3  SA de fosfatos pH 3 (fosfato monobasico de potasio 0.05 M)
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4  SA de fosfatos pH 4 (fosfato dibésico de sodio-fosfato monobasico de

potasio)

5 SA de fosfatos pH 5 (fosfato monobasico de potasio)

SA de fosfatos pH 6 (fosfato dibasico de sodio- acido citrico)

Soluciones preparadas con respecto a FEUM 112 Edicion

7.2.3 Compatibilidad

Se evaluaron las interacciones del acido ascoérbico con cada excipiente elegido por

su funcién en la forma farmacéutica para lo cual se utilizaron mezclas farmaco-

excipiente 1:1, colocando 50 mg de acido ascorbico y excipiente en frascos viales y

se colocaron bajo las condiciones de temperatura 40°C y luz blanca, monitoreando

semanalmente los cambios fisicos y quimicos durante 6 semanas por medio de la

apariencia y evaluando quimicamente por cromatografia en capa fina.

A continuacién, en el cuadro 8 se enlistan los excipientes que fueron utilizados para

la compatibilidad:

Cuadro 8. Excipientes utilizados para compatibilidad.

Funcién

Excipiente

Componentes de la base

Pelietilenglicol 6000
Polietilenglicol 4000
Gelatina

Glicerina

Suppocire A
Estearam

Aerosil

Propilenglicol

Conservador

Acido benzoico
Metilparabeno

Propiparabeno

Antioxidante

Metabisulfito de sodio

Acetato de a-tocoferol

34



EDTA

Agente suspensor Dioxido de silicio colidal
Acido esteérico
Alcohol cetilico
Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)
Carboximetil celulosa (CMC)

Surfactante Tween 80
Tween 20

Span

7.2.4 Formulacion

Una vez concluido el estudio de preformulacién y con base en los resultados se
eligieron los mas adecuados con respecto a la estabilidad y compatibilidad, para

obtener una formulacion estable.

Se hicieron pruebas de formulacién en donde se probaron diferentes mezclas con

los excipientes en donde se vario la concentracion de estos.

Se propusieron 18 formulaciones elaborando lotes de 10 évulos. Los parametros
que se evaluaron fueron apariencia e intervalo de fusién, con la finalidad de
seleccionar las mejores formulaciones. Las formulaciones que no cumplieron se

descartaron.

Otras pruebas realizadas a las formulaciones fueron licuefaccién a 37 °C, dispersion

en agua, valoracién y uniformidad de dosis.

7.2.5 Control de calidad

Las pruebas se realizaron por triplicado y se describen a continuacion.

7.2.5.1 Descripcién

Se colocaron 3 6vulos en un vidrio de reloj a los cuales se les hizo una revision
visual, los cuales debian mostrar una buena apariencia en cuanto a forma y color,

estar libres de cuarteaduras, manchas, fisuras y no debian de ser quebradizos.
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7.2.5.2 Intervalo de fusion

Se colocd un 6vulo en un tubo de ensaye el cual estaba en un bafio de agua,
elevando la temperatura lo mas cercano a 1 grado centigrado por minuto, se registré
la temperatura en la que comenzaba a fundir y en la que terminaba de fundir el évulo

por completo.

7.2.5.3 Tiempo de licuefaccion

El 6vulo se coloco en un tubo de ensaye que estaba dentro de un bafio de agua a
37°C (medido con un termOmetro), con agitacion continua para asegurar que la
temperatura sea uniforme. Se registr6 el tiempo que tardaba en fundir por completo

el évulo, cuidando que el bafio de agua siempre estuviese a 37 °C+/- 1 °C.

7.2.5.4 Dispersién en agua

El évulo se coloco en un vaso de precipitados de 30 mL el cual contenia 20 mL de
agua destilada y tenia una fuente de calor la cual debia de mantener el agua a 37
°C +/- 1°C, y con agitacion continua, se midié el tiempo que tardaba el évulo en

perder su forma y quedar completamente disperso en el agua.

7.2.5.5 Dureza

Para esta prueba se utilizé6 un durbmetro para supositorios, el cual se observa en la

figura 7.

Se colocé un évulo con la punta hacia arriba y de forma cuidadosa se coloc6 encima
el suspensor, se cerré la cAmara de prueba y se comenzé a medir el tiempo, ya que
cada minuto se colocaba sobre el tubo un disco (pesa de 200 g) después de otro
minuto el disco siguiente y asi sucesivamente hasta que el 6vulo se rompi6,

anotando el tiempo.

Para la interpretacién de resultados se debe considerar que el peso inicial del
suspensor ya es de 600 g y si la rotura del ovulo se presenta en los primeros 20
segundos de haber colocado el disco (pesa) no debe incluirse en la suma total del
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peso de los discos. Si la rotura tarda de 20 a 40 segundos se considera la mitad del

peso del disco. Si es mas de 40 segundos se registrara el peso completo de disco.

- _‘fll”;s_ )
Tl

P

Figura 7. Aparato para la determinacién de la resistencia a la ruptura de

supositorios y 6évulos

7.2.5.6 Valoracioén

a) Preparacion de la referencia: Se pesaron 30 mg de la sustancia de referencia
de acido ascorbico y se colocaron en un matraz volumétrico de 50 mL, se
disolvid y llevo a volumen con agua destilada. Se tom6 una alicuota de 1 mL
de la solucion anterior y coloc6 en un matraz volumétrico de 50 mL. Se llevé
a volumen con acido clorhidrico 0.01 N. Esta solucion contiene 12 pg/ mL de
acido ascoérbico.

b) Preparacion de la muestra: Se pesaron 10 6vulos, se registré el peso y se

trituraron en un mortero. Se pesoé por triplicado un equivalente a 30 mg de
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acido ascoérbico y se colocaron en un vaso de precipitado de 100 mL. Se
adicionaron 20 mL de agua destilada y fundié a no mas de 45 °C. Se colocé
en el sonicador por 30 minutos a 45°C, se filtré la mezcla usando papel filtro
de poro mediano, se recibio el filtrado en un matraz volumétrico de 50 mL y
se llevo a volumen con agua destilada. De la solucién anterior se tomé una
alicuota de 1 mL y se colocé en un matraz volumétrico de 50 mL. Se llevo a
volumen con una solucién de acido clorhidrico 0.01 N. Se realizd esto por
triplicado. Esta solucion contiene 12 pg/ mL de acido ascorbico.

Procedimiento: Se leyeron las absorbancias de la muestra y de la referencia
a 243 nm usando &cido clorhidrico 0.01 N como blanco. Se realizaron los

calculos necesarios.

7.2.5.7 Uniformidad de dosis (MGA 0299)

Esta prueba se realizé por uniformidad de contenido contemplando los criterios de

la FEUM undécima edicion.

a)

b)

Preparacion de la referencia: Se pesaron 30 mg de la referencia y se
colocaron en un matraz volumétrico de 50 mL, se disolvié y llevo a volumen
con agua destilada. Se tomé una alicuota de 1 mL de la solucion anterior y
colocé en un matraz volumétrico de 50 mL. Se llevo a volumen con &cido
clorhidrico 0.01 N. Esta soluciéon contiene 12 ug/ mL de acido ascorbico.

Preparacion de la muestra: Se analizaron 10 unidades individualmente como
se indica a continuacion: se pes6 cada oOvulo y colocd en un vaso de
precipitado de 150 mL. Se adicion6 50 mL de agua destilada y fundié a no
mas de 45 °C. Se sénico por 30 minutos a 45°C. Se filtr6 la mezcla usando
papel filtro de poro mediano, se recibié el filtrado en un matraz volumétrico
de 100 mL y llevo a volumen con agua destilada. De la solucion anterior se
tomé una alicuota de 2 mL y paso a un matraz volumétrico de 50 mL. Se llevd
a volumen con una solucion de acido clorhidrico 0.01 N. Se tom6 una alicuota
de 3 mL de la solucion anterior y coloco en un matraz volumétrico de 25 mL.
Se llevé a volumen con acido clorhidrico 0.01 N. Esta solucién contiene 12

pug/ mL de acido ascérbico.
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c) Procedimiento: Se leyeron las absorbancias de las muestras y de la
referencia a 243 nm. Usando acido clorhidrico 0.01 N como blanco. Los
requisitos para la uniformidad de dosis se cumplen si la cantidad de principio
activo en cada una de las 10 unidades de dosis, determinada por el método
de Uniformidad de contenido, se encuentra dentro del intervalo de 85.0 a
115.0 %y si el coeficiente de variacion no es mayor que 6.0 %. Si una unidad
de dosis se encuentra fuera del intervalo de 85.0 a 115.0 % y ninguna fuera
del intervalo de 75.0 % a 125.0 % de o si el coeficiente de variacion es mayor
que 6.0 %, o si ambas condiciones se presentan, probar 20 unidades de dosis
adicionales. Los requisitos se cumplen si no mas de una de las 30 unidades
de dosis se encuentra fuera del intervalo de 85.0 a 115.0 % y ninguna fuera
del intervalo de 75.0 a 125.0 % vy si el coeficiente de variacién de las 30
unidades de dosis no es mayor que 7.8 %.

d) La formula utilizada para obtener el porcentaje de contenido fue la siguiente:

1000AS
BCP
Dénde: A= Absorbancia de la muestra

0 =

S=mg de la sustancia de referencia
B= Absorbancia del estandar
C= Peso del ovulo en gramos

P= Pureza del estandar

7.2.6 Escalamiento

Una vez seleccionada la formulacion final con base en las especificaciones de
las pruebas de control de calidad de la forma farmacéutica. El escalamiento se
llevé a cabo elaborando un lote de 10 6vulos, posteriormente un lote de 40

ovulos, posteriormente un lote de 167 6vulos y finalmente un lote de 250 6vulos.

Los lotes de 12 y 40 unidades se realizaron en el laboratorio y los dos
subsecuentes se realizaron utilizando la dosificadora de 6évulos en la Planta

Piloto de los Laboratorios Farmacéuticos Zaragoza.
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7.2.7 Acondicionamiento

El acondicionamiento se realizO empledndose sobres de celopolial con
capacidad para tres évulos como material de empaque primario, mostrados en
el anexo 4. La etiqueta se realiz6 conforme a la NOM-072-SSA1-2012 etiquetado
de medicamentos y de remedios herbolarios, esta etiqueta se imprimié en el
envase secundario el cual es una caja de carton acorde al tamafio necesario
para contener tres sobres de celopolial. El total de 6vulos por caja fue de nueve
(ver anexo 4). Este proceso se llevo a cabo en el area acondicionamiento de la

planta piloto de los Laboratorios Farmacéuticos Zaragoza.

Cabe mencionar que el envase primario no cumple con la normatividad, ya que

los sobres de celopolial no contiene la informacion por cuestiones précticas.

7.2.8 Ciclaje

Las muestras acondicionadas se sometieron a un proceso de ciclaje de acuerdo a
las condiciones mostradas en el cuadro 9. El propdsito fue observar los cambios del
medicamento bajo condiciones criticas de almacenamiento, rotando cada 48 horas

cada condicién durante 2 semanas.

Cuadro 9. Condiciones de ciclaje

Condicién Almacenamiento
40°C Céamara de estabilidad
2-8°C Refrigeracién

Una vez terminado el ciclaje, se procedi6 a realizar las pruebas de control de calidad
descritas en el numeral 2.3.4 con la finalidad de observar la existencia de algun

cambio importante en los évulos.

7.29 Implementacion y  validacion del método analitico por

espectrofotometria UV

El método analitico utilizado para la valoracion del acido ascorbico mostrado en el

punto 7.2.5.6 se validé mediante los siguientes parametros.
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a)

Linealidad del sistema: Se prepard una solucion stock con una concentraciéon
de 0.6 mg/mL de acido ascoérbico, posteriormente con ayuda de una bureta,
se tomaron las siguientes alicuotas 0.6 mL, 0.8 mL, 1.0 mL, 1.2 mL,y 1.4 mL
segun corresponde a las concentraciones mostradas en el cuadro 10, se
colocaron cada una respectivamente en un matraz aforado de 50 mL vy
llevaron a volumen con &cido clorhidrico 0.01 N.

Se determind investigando la relacidn concentracion-respuesta en un
intervalo que incluya por lo menos cinco niveles, por triplicado, de la
concentracion del analito.®?

Las muestras fueron leidas en el espectrofotometro a una longitud de onda

de 243 nm utilizando &acido clorhidrico 0.01N como blanco.

Cuadro 10. Concentraciones para linealidad del sistema

Porcentajes  Concentracion de acido ascérbico

% pug/mL
80 7.2
90 9.6
100 12.0
110 14.4
120 16.8

b) Precision del sistema: Se determind analizando seis muestras de una

solucion con sustancia de referencia correspondiente al 100% de la
concentracion del analito de interés (12 pug/mL), preparadas por dilucion de
una solucion stock.
Criterios de aceptacion:

er2>0.98

¢ |Cm no debe incluir el cero
Especificidad: Se preparé un placebo de la formulacién y posteriormente se
realizdé un placebo adicionado con &cido ascoérbico a una concentracion del
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d)

8.33 % vy realizo el método analitico. Tanto al placebo como al placebo
cargado, se realizaron un barrido por espectrofotometria UV. 32

Criterios de aceptacion:

e La respuesta del método solo se debera al analito

Linealidad del método: Se preparé un placebo adicionado como sigue: a una
cantidad de placebo se adiciono el equivalente en la formulacién de acido
ascorbico, se fundio a no mas de 45 °C, mezcld y dejé enfriar hasta que tomo
una forma sdlida. Se triturd la muestra en un mortero y se peso el equivalente
de &cido ascorbico para cada nivel mostrado en el cuadro 11. Posteriormente
se realiz6 el método analitico mostrado en el punto 7.2.5.6 Realizar por

triplicado en cada nivel.

Cuadro 11. Linealidad del método con placebo cargado

Porcentajes Acido ascoérbico Placebo adicionado
% mg g
60 18 0.2165
80 24 0.2886
100 30 0.3607
120 36 0.4329
140 42 0.5051

Criterios de aceptacion:

¢ |C m debe incluir la unidad
¢ |IC p incluye al cero
e CV v/x>3%

e) Precision del método A partir de un placebo adicionado con igual

concentracion del principio activo, siguiendo el método analitico mostrado en
el punto 7.2.5.6 se preparé por sextuplicado muestras independientes a una

concentracion del 100% (12 pug/mL) de acido ascérbico.
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f)

g)

h)

El criterio de aceptacion es el siguiente: CV < 3% por ser un método
espectrofotométrico.

Reproducibilidad: Se realiz6 el método de cuantificacion mostrado en el
punto 8.2.6.6 en dos dias diferentes, por dos analistas diferentes, realizando
el andlisis por triplicado en cada condicién y para las dos formulaciones.3?
El criterio de aceptacion es: CV < 3% por ser un método espectrofotométrico.
Estabilidad analitica de la muestra: Para determinar la estabilidad analitica
de muestras se preparé una solucion stock de acido ascoérbico y empleando
el método analitico mostrado en el punto 8.2.6.6 se procesaron
simultaneamente tres muestras para almacenarlas en obscuridad a
temperatura ambiente y otras tres en refrigeracion (2°C a 8°C), prosiguiendo
con la lectura de cada una de las preparaciones a las 24 horas, las muestras
fueron preparadas al 100% de concentracion.

El criterio de aceptacion al ser un método espectrofotométrico es: |di| < 3%
Tolerancia: Se prepararon 8 muestras en el nivel de 100%. Las muestras se
leyeron en dos espectrofotometros diferentes de forma simultanea. El criterio

de aceptacion es: CV < 3% por ser un método espectrofotométrico.
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VIII. RESULTADOS

8.1Caracterizacion del principio activo

En el cuadro 12 se muestran los resultados de la caracterizacion del acido
ascorbico.

Cuadro 12. Caracterizacion del acido ascérbico

Prueba

Especificacién

Resultado

*Descripcion

Cristales o polvo blanco o ligeramente
amarillo, por exposicion a la luz se
descompone gradualmente. En estado seco
es estable al aire, pero en solucién se oxida

rapidamente.

Cristales blancos sin particulas

extrafas.

Solubilidad

Facilmente soluble en agua, ligeramente
soluble en alcohol, casi insoluble en
cloroformo y en éter dietilico.

Facilmente soluble en agua, poco
soluble en alcohol, insoluble en
cloroformo y éter. Soluble en

metanol y propilenglicol.

*Ensayo de
identidad

a. Espectro IR.

b. Espectro UV, exhibe solo un maximo a
243 nm en una solucion de 12 ug/mL de
acido ascorbico en &cido clorhidrico 0.01
N.

Corresponde con el de referencia.
(ver anexo 1)

A referencia: 242 nm

A muestra: 243 nm

(ver anexo 1)

*pH (5% p/v)

Entre 2.1y 2.6

2.7

*Aspecto de

La solucion es clara

La solucién es clara.

la solucién.
*Valoracion No menos de 99.0% y no mas de 100.5 % de 99.73% base seca.
acido ascorbico. 99.23% base humeda.
CV=0.28%
Perdida por Por especificar. 0.50 %
secado

*Especificaciones tomadas de FEUM 112 edicion.
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8.2Estabilidad intrinseca

En los cuadros 13 y 14 se muestran los resultados de la estabilidad del acido
ascorbico.

Cuadro 13. Resultados de estabilidad en solucion después de 5 horas

Reaccion Rf Rf Interpretacion
Referencia Muestra

Hidrolisis 0.84 0.76 Inestable

Acida

Hidrolisis 0.84 0.83 Estable

Basica

Oxidacion 0.86 0.66 Inestable

Reduccion 0.83 0.83 Estable

Temperatura 60°C. Monitoreado fisicamente y mediante cromatografia en capa fina
utilizando como sistema de elucion una mezcla de etanol-agua (5:2).

Cuadro 14. Resultados de estabilidad en sélido a la sexta semana

Condicion Rf Rf Interpretacion
Referencia Muestra

40 °C/ 75 % HR 0.85 0.79 Inestable
50 °C 0.86 0.80 Inestable

60 °C 0.86 0.80 Inestable

Luz blanca 0.84 0.78 Inestable

Monitoreado fisicamente y mediante cromatografia en capa fina utilizando como
sistema de elucién una mezcla de etanol-agua (5:2).

8.2.1 pH de maxima estabilidad

El acido ascérbico se sometié a diferentes condiciones de pH para poder evaluar su
pH de maxima estabilidad, los resultados se pueden ver en el cuadro 15.
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Cuadro 15. Resultados de pH de méxima estabilidad después de 2 horas

Condicion Rf Rf
(buffer) Referencia Muestra Resultado
pH 2 0.84 0.80 Estable
pH 3 0.84 0.84 Estable
pH 4 0.85 0.81 Estable
pH 5 0.84 0.79 Inestable
pH 6 0.84 0.79 Inestable

Monitoreado fisicamente y mediante cromatografia en capa fina utilizando como

sistema de elucién una mezcla de etanol-agua (5:2).

8.3Compatibilidad

En el cuadro 16 se muestra la compatibilidad del principio activo con diferentes

excipientes.

Cuadro 16. Resultados de compatibilidad a la sexta semana

Funcion Excipiente Rf Rf Resultado
Referencia  Muestra

Base Suppocire A 0.83 0.83 Compatible

PEG 4000 0.87 0.86 Compatible

PEG 6000 0.83 0.83 Compatible

Glicerina 0.86 0.86 Compatible

Estearam 0.89 0.88 Compatible

Gelatina 0.86 0.84 Compatible

Conservador  Acido benzoico 0.86 0.85 Compatible

Metil parabeno 0.84 0.84 Compatible

Propilparabeno 0.86 0.86 Compatible

Antioxidante  Metabisulfito de sodio 083 0.85 Compatible

EDTA 0.83 0.84 Compatible

Viscosante HPMC 0.86 0.84 Compatible
CMC No se No se Incompatibilidad por
realiza realiza cambio en la

apariencia.
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Aerosil 0.85 0.83 Compatible

Surfactante Tween 80 0.84 0.84 Compatible
Tween 20 0.83 0.84 Compatible
Span 0.84 0.84 Compatible
Alcohol cetilico 0.89 0.87 Compatible

Condicién de 40°C / 75% HR. Monitoreado fisicamente y por cromatografia en
capa fina utilizando como sistema de elucion una mezcla de etanol-agua (5:2).

8.4 Formulaciones

Se elaboro un total de 18 formulaciones de las cuales se seleccioné la formulaciéon
16 como formulacion final ya que esta fue la méas estable, la que cumplia con todos
los criterios establecidos y aspecto del producto. A continuacion se muestran en el
cuadro 17 las 18 formulaciones con sus componentes y proporciones con las que

se realizaron.

Cuadro 17. Formulaciones propuestas

Materia Prima Formulaciones (%)

1 2 3 4 5 6
Acido ascorbico 8.33 833 833 833 833 8.33
Suppocire A 89.66 89.61 - 89.51 86.66 86.66
PEG 4000 - - - - - -
PEG 6000 - - 41.16 - - -
Glicerina - - 13.30 - - -
Propilenglicol - - 36.06 - - -
Alcohol cetilico 0.99 0.99 - 0.99 0.99 0.99
EDTA 0.03 0.03 0.05 0.03 0.03 0.03
Meta bisulfito de sodio 0.99 099 1.00 0.99 0.99 0.99
Acido benzoico - - 0.10 - - -
HPMC - 0.05 - 0.15 - -
Tween 80 - - - - 3.00 -
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Tween 20

Aerosil - - - - - -
Span 60 - - - - - 3.00
Agua - - - - - -
Continuacion
Materia Prima Formulaciones (%)
7 8 9 10 11 12
Acido ascorbico 8.33 8.33 833 8.33 8.33 8.33
Suppocire A 86.66 - - 86.66 86.66 85.06
PEG 4000 - - 10.28 - - -
PEG 6000 - 39.56 25.88 - - -
Glicerina - 13.30 16.66 - - -
Propilenglicol - 36.06 36.10 - - -
Alcohol cetilico 0.99 - - 0.99 0.99 0.99
EDTA 0.03 0.05 0.05 0.03 0.03 0.03
Meta bisulfito de sodio 0.99 1.00 1.00 0.99 0.99 0.99
Acido benzoico - 0.10 0.10 - - -
HPMC - - - - - -
Tween 80 - - - 3.00 - 3.00
Tween 20 - - - - 3.00 -
Aerosil 3.00 - - - - -
Span 60 - - - - - -
Agua - 1.60 1.60 - - 1.60
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Continuacion

Materia Prima

Formulaciones (%)

13 14 15 16 17 18
Acido ascérbico 833 833 833 833 833 833
Suppocire A 85.66 84.66 83.66 89.16 87.66 89.36
PEG 4000 - - - - - -
PEG 6000 - - - - - -
Glicerina - - - - - -
Propilenglicol - - - - - -
Alcohol cetilico 099 099 099 0.99 0.99 0.99
EDTA 0.03 0.03 003 0.03 0.03 0.03

Meta bisulfito de sodio 0.99 0.99 099 099 099 0.99
Acido benzoico - - - - - -
HPMC : : - 05 - 03
Tween 80 4 5 6 - 2 -
Tween 20 - - - - - -
Aerosil - - - - - -
Span 60 - - - - - -

8.4.1 Controles de calidad (descripcion e intervalo de fusién realizadas a las

formulaciones)

A las 18 formulaciones inicialmente solo se les realizé descripcion e intervalo de
fusion, para descartar aquellas que no cumplieron con las especificaciones. Los

resultados se observan en el cuadro 18.
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Cuadro 18. Controles de calidad (descripcion e intervalo de fusion realizadas a las

formulaciones)

Formulacion Descripcion Intervalo de
fusion

1 Ovulos blancos. 31-37°C

2 Ovulos blancos. 33-38 °C
Ovulos blancos. No funde a menos

de 40°C

4 Ovulos blancos. 31-39°C
Ovulos blancos. 32-41 °C
La mayoria de los 6vulos presentan No se realiza*
una coloracioén café en la punta.

7 Ovulos blancos. 32-41°C
Ovulos blancos. 27-49 °C

9 Ovulos blancos, con consistencia 27 -43 °C
pegajosa-grasosa.

10 Ovulos blancos. 31-38°C

11 Ovulos blancos. 29 -41 °C

12 Ovulos con la punta café. 30-40°C

13 Ovulos blancos, cuarteados, se No se realiza*
rompen facilmente.

14 Ovulos blancos, cuarteados, se No se realiza*
rompen facilmente.

15 Ovulos blancos, quebradizos. No se realiza*

16 Ovulos blancos. 29 -39 °C

17 Ovulos blancos, cuarteados, se No se realiza *
rompen facilmente.

18 Ovulos blancos. 28 - 40 °C

* No se realiza debido a que el resultado de la descripcion es no conforme.
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8.5 Escalamiento

De las formulaciones antes mencionadas, los lotes fueron de 12 6vulos y de acuerdo

a las pruebas fisicas que se les realiz0, se decidio que la formulacion 16 era la mas

idénea.

El escalamiento se hizo con la formulacion 16 elaborando 40 6vulos ,167 6vulos y

posteriormente 250 6vulos.

En los cuadros 19 y 20 se observan las proporciones utilizadas en el escalamiento

y los controles de calidad respectivamente.

Cuadro 19. Escalamiento de la formulaciéon 16

Materia Prima Funcion % 1 ovulo 167 250
ovulos ovulos
Cantidad Cantidad Cantidad
(@) (9) (9)

Acido ascorbico Principio activo  8.33 0.250 41.75 62.5

Suppocire A Base 89.16 2.67 446.69 668.7

Alcohol cetilico Agente 0.99 0.02 4.96 7.43
suspensor

EDTA Antioxidante 0.03  0.0009 0.15 0.22

m-bisulfito de Antioxidante 0.99 0.02 4.96 7.43

sodio

HPMC Agente 0.5 0.15 2.50 3.75
suspensor
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Cuadro 20. Controles de calidad para el escalamiento de la formulacion 16

Prueba Especificacion Lote 167 6vulos Lote 250 6vulos

Descripcion Ovulos blancos de Ovulos blancos de Ovulos blancos de
superficie lisa y forma superficie lisa y superficie lisa vy

ovoide. forma ovoide. forma ovoide.

Peso promedio 30 £+ 5% 2.66¢9 2.65¢
(2.85g-3.15 g)

Intervalo de Debe fundir a 37°C 30-39 °C 29°C -39 °C
fusion
Licuefaccibna No mas de 15 8 min. 10 min.
37 °C minutos.
*Dispersionen No méas de 30 16 min. 16 min.
agua a 37°C minutos.
Dureza Por especificar > 5 Kg > 5 Kg
Valoracion Contiene no menos X=79.59% x=101.13 %
del 90% y no mas del CV=2.63% CV=2.27%
110% de la cantidad
acido ascorbico

indicada en el

marbete.

Uniformidad de Ninguna unidad se

X= 99.59% x=103.58 %
dosis encuentra fuera del
Intervalo: Intervalo:
interval 0%
intervalo de 85.0% a o/ 1cor 503.34%  101.00 %- 106.36%
115.0%.
5.0% CV=84.63% CV= 3.56%
CV < 6.0%

*Prueba no Farmacopeica
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8.6Ciclaje / control de calidad

Cuadro 21. Control de calidad antes y después del ciclaje

Control de Especificacién Resultados Resultados
calidad antes del Ciclaje después del Ciclaje
Descripcion Ovulos blancos, de Ovulos blancos, Ovulos blancos, de

superficie lisa y forma de superficie lisa superficie lisay forma
ovoide. y forma ovoide. ovoide.
Peso promedio 30 £ 5% 2.65¢ 2.66¢9
(2.85g-3.15 g)

Intervalo de Debe fundir a 37°C. 29 -40°C 29-42°C
fusion
Tiempo de Tiempo maximo 15 8 minutos 9 minutos
licuefaccion minutos a 37°C.
Dispersion en Tiempo maximo 30 18 minutos 14 minutos
agua minutos a 37 °C.
Dureza Por especificar. >5Kg >5 Kg
Valoracion Contiene no menos del X=99.47% x= 95.35%
90% y no mas del CV=2.6% CV=2.8%
110% de la cantidad
acido ascorbico

indicada en el marbete.

Uniformidad Ninguna unidad se x=107.0% x=104.1%
de dosis encuentra fuera del Intervalo: Intervalo:
101.0 %-114.8% 92.5 %-109.2%
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Hermeticidad

intervalo de 85.0% a CV=5.28%
115.0%.
CV <6.0%

Ningun sobre presenta Hermético

coloracion azul.

CV=5.44%

Hermeético

8.7 Validacion del método analitico

Para asegurar la confiabilidad del método analitico desarrollado, se sometio este un

proceso de validacion. Los parametros evaluados al sistema se muestran en los

cuadros 22 y 23, la especificidad del método en el cuadro 24 y los pardmetros

evaluados al método en los cuadros 25, 26, 27 y 28.

Cuadro 22. Linealidad del sistema

Nivel
(%)

Concentracioén

Respuesta

(Mg/mL) (Absorbancia)

60

80

100

120

140

7.2

0.366
0.392
0.383

9.6

0.500
0.516
0.498

12.0

0.645
0.660
0.648

14.4

0.767
0.806
0.791

16.8

0.903
0.914
0.920

r’ = 0.9961

IC Pendiente: de 0.0539 a 0.0548. No incluye al cero.
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Linealidad del sistema para acido

ascorbico
1
y = 0.0543x - 0.0267
08 rz = 09961
©
g 0.6
©
2
204
<
0.2
0
0 5 10 15

Concentracion pg/mL

20

Figura 8. Gréfico de linealidad del sistema para acido ascorbico.

Cuadro 23. Precision del sistema

Muestra Concentracion Respuesta
(ng/mL) (Absorbancia)
1 0.653
2 0.638
3 0.646
4 120 0.645
5 0.660
6 0.648

CV =1.1570 %. Es menor al 1.5%
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Cuadro 24. Especificidad del método analitico

Muestra Resultado

Referencia de acido ascoérbico 12 El espectro UV de la solucién exhibe

ug/mL en acido clorhidrico 0.1 N solo un maximo a 243.0 nm

Placebo Sin respuesta analitica (Anexo 6 )

Placebo cargado con acido ascorbico. Presenta un maximo a 243.0 nm
(Anexo 6)

Cuadro 25. Linealidad del método.

Nivel (%) Cantidad adicionada  Cantidad recuperada
(ng/mL) (ng/mL)
7.190 6.983
60 7.216 7.610
7.183 7.280
9.628 9.378
80 9.576 9.262
9.625 9.526
12.041 12.367
100 12.047 12.252
11.997 12.070
14.399 13.771
120 14.433 13.870
14.436 14.019
16.805 16.976
140 16.868 16.893
16.758 17.323

r’=0.9876 Mayor que 0.9800

IC m: de 0.9325 a 1.0673. Incluye a la unidad
IC b: de -0.3219 a 0.3224. Incluye al cero
CV yix=2.61%. Menor que 3%



Cantidad recuperada pg/m

N e e
U N © kB W Ul N ©

Linealidad del método

y =0.9998x + 0.0002

r2=0.9877

11

13

15

Cantidad adicionada pg/mL

19

Figura 9. Gréfico de linealidad del método.

Cuadro 26. Reproducibilidad del método

Contenido de analito en %

Analista

1 2
105.83 100.94
1 98.72 106.09
102.19 99.14
X 102.25 102.05
s | CV 3.4 % 3.5 %
Q 100.23 100.78
2 102.21 98.19
103.95 105.99
X 102.13 101.65
cV 1.82% 3.9 %

CV= 2.80%. Menor que 3%
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Cuadro 27. Estabilidad analitica de la muestra

Estabilidad evaluada en Estabilidad evaluada en
oscuridad a temperatura refrigeracion.
ambiente

Muestra  Concentracion Concentracion a Concentracion Concentracion

inicial las 24 horas inicial a las 24 horas
1 105.63 83.75 103.13 102.97
2 100.94 83.13 98.13 97.19
3 101.25 79.69 100.78 97.97
X 102.61 82.19 100.68 99.37
CcVv 2.55% 2.66 % 2.48% 3.15%

|di| para oscuridad = 20.41 El valor excede el 2%

|di| para refrigeracion = 1.30  El valor no excede el 2%

Cuadro 28. Andlisis de varianza para Tolerancia

Origendela Gradosde Sumade Mediade f f
variacion libertad cuadrados cuadrados calculada de tablas
Tratamientos 1 19.47 19.47 0.71 3.10
Error 14 380.25 27.16
Total 15 399.72

f calculada menor que f de tablas.

Nivel de significacion 0.01
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Cuadro 29. Resumen de resultados de los parametros validados

Parametro

Criterio de aceptacion

Resultado

Linealidad del

sistema

Precision del
sistema

Especificidad

Linealidad del

método

rX>0.98

IC m no incluye el cero

CV<15%

El método es capaz de
cuantificar la sustancia
de interés sin que exista
interferencia de otras
sustancias.

r’>0.98

IC m debe incluir a la
unidad

IC » debe incluir el cero

CV yix <3%

r’ =0.9961

IC m: de 0.0539 a 0.0548.

El sistema de cuantificacion de
acido ascorbico es proporcional a

su concentracion.

CV=1.15%.
Existe concordancia entre las
muestras de acido ascoérbico a

una misma concentracion.

Longitud de onda de maxima
absorcion:

A referencia= 243.0 nm

A placebo = sin respuesta

A placebo cargado= 243.0 nm
r’= 0.9876

IC m: de 0.9325 a 1.0673.

IC b: de -0.3219 a 0.3224.

Ccv yIx = 2.61%.
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Reproducibilidad CV <3%

del método

Estabilidad analitica |di| < 3%

de la muestra

Tolerancia f calculada < f tablas

CV= 2.80%.

El método analitico presenta
concordancia entre diferentes
analistas en diferentes dias con
muestras a una misma

concentracion.

|di] para oscuridad = 20.41

|di| para refrigeracion = 1.30

Unicamente las muestras
almacenadas en refrigeracion
conservan su integridad
fisicoquimica y concentracion al

menos durante 24 horas.

f calculada=0.71
f tablas = 3.10

No existe diferencia significativa
entre las medias. Por lo tanto
ambos espectrofotometros son

aptos para su uso.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Para comenzar con la preformulacién de los 6vulos de acido ascorbico se tomaron
en consideracion las pruebas establecidas en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos 112 edicion. Se cumplié con los pardmetros de descripcion, solubilidad,
pH y ensayo de identidad. Cabe mencionar que la solubilidad resultd ser un
paradmetro importante ya que nos permitié conocer en qué forma se encontraria el
principio activo en la formulacion, es decir, disuelto o disperso. La valoracion se
realizd por triplicado mediante el método volumétrico indicado en la monografia
obteniéndose un 99.73% con un CV de 0.279% en base humeda. Los resultados
mencionados pueden verse en el cuadro 12 y en el anexo 1 se muestra el espectro

IR del ensayo de identidad del acido ascorbico.

Se realizé un estudio de estabilidad en solucién sometiendo el principio activo a
diferentes condiciones. Se sometio el activo a hidrélisis acida, hidrolisis basica,
oxidacion y reduccién. El activo se degrada rapidamente en hidrolisis acida ya que
el anillo lactonico se rompe y se descarboxila y en oxidacion de igual manera se
degrada rapidamente demostrando sus propiedades como antioxidante, mientras

gue en hidrdlisis basica y reduccion se mantiene estable. (ver cuadro 13)

El estudio de estabilidad en solido se realiz6 a diferentes condiciones: 40° C, 50°C,
60°C con humedad relativa 75% y luz blanca. Se demostré que se mantiene estable
hasta la cuarta semana del estudio, después de lo cual sufre hidrdlisis a causa de
la humedad relativa. También se observa que, al ser fotosensible, se degrada en la

sexta semana en luz blanca. (ver cuadro 14).

El cuadro 15 muestra que el estudio de pH de maxima estabilidad concuerda con lo

reportado en la literatura, ya que su rango estable es aun pH de 3-6.%°

Del estudio de compatibilidad farmaco-excipiente, se determiné que el Unico que
presenta incompatibilidad con el principio activo es la Carboximetil celulosa (CMC)
como se puede observar en el cuadro 16. Este excipiente mostraba una coloracién
café en el estudio de compatibilidad, el cual se puede deber a impurezas o

degradacion, por este motivo se descart6 de la formulacion.
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De los resultados anteriores quedo en claro que el mayor reto en un principio fue el
de mantener estable el principio activo en la formulacion ya que es muy sensible a
la oxidacion, a hidrdlisis y a la luz. EIl problema de la foto sensibilidad seria
solucionado con la correcta eleccion del material de empaque, la hidrolisis se
control6 adicionando la menor cantidad de agua en la formulacion, sin embargo, el
mayor problema fue como evitar la degradacién por oxidacién del principio activo.
Para esto se usaron como antioxidantes metabisulfito de sodio y EDTA como agente

quelante.

A partir de los excipientes compatibles se realizaron 18 formulaciones diferentes
(ver cuadro 17), de las cuales solo las formulaciones 3, 8 y 9 fueron realizadas con
Polietilenglicol (PEG) y de éstas solo la 9 fue una mezcla de PEG 6000 Y 4000
mientras que la formulacion 3 y la formulacién 8 solo ocuparon PEG 6000. En estas
formulaciones el principal problema fue que la temperatura necesaria para fundir
completamente un 6vulo era considerablemente superior a 37 °C. Para solucionar
el problema se usdé una mezcla de propilenglicol y glicerina notdndose una
disminucién en el intervalo de fusion, sin embargo, se veia afectada la apariencia

ya que se obtenian évulos muy grasosos en incluso pegajosos.

Debido a lo anterior se opt6 por usar como base Suppocire A, ya que la apariencia
era aceptable y el intervalo de fusion el adecuado; sin embargo, surgié un nuevo
problema el cual fue que el principio activo sedimentaba y provocaba que no
hubiese uniformidad de contenido. Para resolver el problema se prosiguié a usar
agentes viscosantes en la formulacion con la idea de aumentar la viscosidad y que
el activo se mantuviera uniformemente disperso en la formulacién. Se usaron
entonces Hidroxipropil metil celulosa (HPMC), Tween 80, Tween 20, Aerosil y Span
60. Las formulaciones realizadas con Tween se descartaron ya que los 6vulos se
tornaban cafés dando una mala apariencia. Las formulaciones con Aerosil y Span
60 de igual manera se descartaron ya que los Ovulos obtenidos resultaban
estrellados y se rompian con facilidad. Sin embargo, se noté una gran mejoria
usando HPMC en la formulacién, ya que al ser un agente viscosante evito la
sedimentacién del acido ascorbico. EI mejor resultado se encontré en la formulacion

16, a la cual se decidio6 realizar un escalamiento.
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El escalamiento se realiz6 por primera vez para 167 ovulos, en el cuadro 20 se
puede observar que los controles de calidad fueron satisfactorios, sin embargo, al
realizar uniformidad de contenido se observé que existian variaciones muy grandes,
esto debido a que el principio activo se sedimentaba y entonces los primeros 6vulos
tenian activo en exceso mientras que en los ultimos disminuia drasticamente la
concentracion del activo. Por esta razon se decidio optimizar el tiempo y la velocidad

de mezclado. Pasando de 20 a 30 minutos de mezclado.

Con estos nuevos parametros se realizé nuevamente el escalamiento pero esta vez
para una cantidad de 250 évulos. Obteniéndose asi los resultados deseados. (ver
cuadro 20).

Una vez realizado el escalamiento y obteniéndose los resultados satisfactorios del
control de calidad se procedi6 a realizar un estudio de ciclaje, para esto se
contemplé como envase primario al celopolial y se procedi6 a disefiar un modelo
gue permitiera contener 3 dvulos por tira. (ver figura 19). Como envase secundario
se disefiaron cajas de cartdn que fueran capaces de contener 3 tiras de celopolial
con 3 6vulos en las cuales se imprimid una etiqueta conforme a lo establecido en la
NOM-072-SSA1-2012, Etiguetado de medicamentos y de remedios herbolarios.
(Ver figura 21). Las condiciones del estudio fueron a 40 °C vy refrigeracion, se

realizaron 3 ciclos de 48 horas.

Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 21 Se puede observar que no
existen cambios apreciables entre el antes y el después del ciclaje, por lo que se
puede asegurar que los materiales elegidos como envase primario y secundario

fueron los adecuados.

Es importante mencionar que se desarrolld6 un método analitico por
espectrofotometria UV para la cuantificacion del principio activo en la formulacion.
Con respecto a la validacion de éste, se tomé como referencia la Guia de Validaciéon
de Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos y

la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 112 edicion.

Para evaluar la especificidad se sometio al estudio una muestra de referencia, un
placebo y un placebo cargado con referencia. Como se observa en el cuadro 24 el
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método resulto ser especifico pues se obtuvo respuesta solo en la referencia y en

el placebo cargado. (ver anexo 5)

Para la linealidad del sistema se prepararon 5 niveles de concentracion (Ver cuadro
22 y figura 8) a partir de una solucién Stock. Se puede observar que el coeficiente
de determinacion es mayor a 0.98 y el intervalo de confianza para la pendiente no

incluye al cero por lo cual se acepta como un sistema lineal.

La precision del sistema se realizd preparando por sextuplicado muestras al 100%
de concentracion. Se obtuvo un CV menor al 1.5% con lo cual queda establecido

que el sistema es preciso. (Ver cuadro 23)

Los resultados de la linealidad del método mostrados en el cuadro 25y la figura 9
muestran que el método es lineal ya que el coeficiente de determinacion es mayor
qgue 0.98, el intervalo de confianza para la pendiente incluye a la unidad y el intervalo

de confianza para la ordenada al origen incluye el cero.

La reproducibilidad se realizé por dos analistas en dos dias diferentes, como se
muestra en el cuadro 26. El coeficiente de variacion es alto, pero se encuentra
dentro de la especificacion, esto es debido a que es complicada la extraccion del

principio activo de la base, sin embargo, se obtienen resultados satisfactorios.

La prueba de estabilidad se realiz6 pasando 24 horas, por un lado, en oscuridad a
temperatura ambiente y por otro en refrigeracion. (Ver cuadro 27). El estudio se llevo
a cabo solo en la etapa en la cual se han hecho las diluciones necesarias y las
muestras estan listas para su lectura en el espectrofotémetro. Sin el tratamiento de
los datos se puede observar claramente que existe una disminucién de la
concentracion a las 24 horas en oscuridad a temperatura ambiente, y al hacer el
tratamiento de los datos se corrobora la afirmacion ya que el resultado obtenido
para oscuridad a temperatura ambiente es mucho mayor a la especificacion,
mientras que para refrigeracibn es menor a dicha especificacion, con lo cual la

muestra solamente es estable después de 24 horas en refrigeracion.

La prueba de tolerancia se realizé usando dos espectrofotdmetros, uno de la marca

HITACHI y otro de la marca PERKIN ELMER. Para esta prueba no se sigui6 la Guia
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del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos ya que se consider6 que
el tratamiento de los datos no era el adecuado para la interpretacion de los mismos,
por lo que se decidio realizar un analisis de varianza, el cual se muestra en el cuadro
28. Se puede observar que la f calculada es menor a la f de tablas con lo cual se
demuestra que no existe diferencia significativa de las medias para los dos
espectrofotometros. Por lo tanto, es posible usar los dos espectrofotometros

indistintamente sin que el método se vea afectado.

Adicionalmente se agrega el cuadro 29 en el cual se presenta un resumen de los
resultados de los parametros evaluados en la validacion del método analitico. Se
puede observar que el método es apto para la cuantificacion de acido ascoérbico en

la formulaciéon desarrollada.
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X. CONCLUSIONES

Se desarrollo el estudio de caracterizacion del acido ascoérbico considerando
algunas pruebas de la monografia del farmaco de acuerdo a la FEUM 112
edicion y otras pruebas de caracterizacion se realizaron de acuerdo a la
formulacién que se propuso como parte del estudio de preformulacion.

El estudio de estabilidad en solucion confirma la inestabilidad del acido
ascorbico en medio acido y oxidacion. En tanto que en estado sélido confirma
su inestabilidad en presencia de luz, a temperaturas de 40°C, 50°C Y 60°C
con 75% HR expuesto durante 6 semanas.

El &cido ascorbico presento compatibilidad con 17 de 18 excipientes
evaluados. Solo es incompatible con CMC.

Los estudios de ciclaje permitieron establecer que el material de envase
primario y secundario propuestos son adecuados para su uso.

El método analitico desarrollado es apto para cuantificar acido ascérbico en
la forma farmacéutica desarrollada.

Se desarroll6 una formulacion de acido ascérbico en Ovulos para el
tratamiento de la vaginosis, ofreciendo una forma farmacéutica alterna a las

tabletas vaginales existentes en el mercado.
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Xl. SUGERENCIAS

Someter la formulacidon a un estudio de estabilidad acelerada de acuerdo a
la NOM 073-SSA1-2015 Estabilidad de farmacos y medicamentos, asi como
remedios herbolarios.

Desarrollar un método analitico indicativo de estabilidad.
Realizar évulos de 2 gramos.

Escalar a 1000 6vulos para establecer la orden de produccion.
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Xlll. ANEXOS

Anexo 1. Caracterizacion del principio activo
Ensayo de identidad A: Espectro infrarrojo (IR) Experimental
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Figura 11. Espectro IR de acido ascorbico 33
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e Ensayo de identidad B. Espectro UV experimental.

Barrido LO 20168/10/11 14:44 [ 300. ORI —0.003FES

250.0 300.0 nm

Figura 12. Espectro UV de la referencia

rrido LO 201610411 14:42 300. OF) ~0. Q040

300.0 nm

Figura 13. Espectro UV de la muestra
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Anexo 2. Formulacién

Figura 15. Enfriamiento de los moldes en hielo.
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Figura 16. Dosificadora de 6vulos

Figura 18. Apariencia, formulacion 16.




Anexo 3. Acondicionamiento

Figura 19. Ovulos en envase primario. Sobre de celopolial
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b)

Figura 20. (a, b). Etiqueta de envase secundario con contenido de tres sobres de

celopolial.
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Figura 21. Etiqueta para el envase secundario.
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Anexo 4. Ciclaje

b)

Figura 22. Sobres de celopolial antes (a) y después (b) de la prueba de
hermeticidad

77



Anexo 5. Especificidad del método

Barrido LD a0 e IR AR

0.000
200.0 225.0 250.0 275.0

Figura 23. Espectro del Placebo 1, usando HCI| 0.01N como solvente.

Figura 24. Espectro del Placebo 2, usando HCI 0.01N como solvente.
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Figura 25. Placebo cargado con &cido ascorbico 1, usando como solvente HCI
0.01N.
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Figura 26. Placebo cargado con acido ascérbico 2, usando como solvente. HCI
0.01N
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Anexo 6. Orden de produccién

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
LABORATORIOS FARMACEUTICOS ZARAGOZA

ORDEN DE PRODUCCION

ORDEN DE PRODUCCION

Producto: Acido ascérbico 250 mg, Ovulos Forma Farmacéutica: Ovulos

Concentracion: 250mg / 6évulo Lote:

Uso: Docencia

FORMULA UNITARIA

Cada 6vulo contiene:

Materia Prima % Cantidad (g)
Acido ascoérbico 8.33 0.250
Suppocire A 89.16 2.6749
Alcohol cetilico 0.99 0.0297
EDTA 0.03 0.0009
m-bisulfito de sodio 0.99 0.0297
HPMC 0.5 0.015
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PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION (INTRODUCCION)

Equipo e instrumentos

Dosificadora para 6vulos

Parrilla de agitacion y calentamiento Thermo Scientific Cimarec
Balanza analitica METTLER TOLEDO Classic light

Balanza semi-analitica

Espectrofotometro HITACHI U-2900

Sonicador, BANDELIN SONOREX SUPER RK1050 CH

Material

Agitador magnético

Agitador de vidrio

Anillos de hierro

Bolsas de polietileno trasparentes
Bureta

Celdas de cuarzo

Gradilla

Juego de Pesas para dureza de supositorios
Matraz erlenmeyer

Matraz volumétrico

Moldes para 6vulos de 3 gramos
Papel filtro

Papel glassine

Perillas de succion

Perlas de ebullicion

Pinzas de tres dedos con nuez
Pinzas dobles para bureta
Pipetas graduadas

Pipetas volumétricas

Piseta
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e Propela de paleta
e Soporte universal
e TermoOmetro

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitado

Controles de calidad
e Aspecto
e Intervalo de fusion
e Peso

e Dureza
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Procedimiento de produccién

Realizo

Superviso

Fecha/Hora

1. Liberacion del area
Para el uso de cada equipo o area se
requiere su liberaciéon
1.1 Lavar con aguay jabon el equipo y/o
area de trabajo
1.2 Enjuagar con agua purificada
1.3 Sanitizar con solucion de etanol al
70%
1.4 Colocar la etiqueta de area limpia
1.5 Solicitar al asesor la inspeccién del

area para su liberacion

2. Proceso de produccién

2.1Surtir g de acido ascorbico,
g de Suppocire A, g de
alcohol cetilico, g de EDTA,

g de m-bisulfito de sodio y
______gdeHPMC.

2.2 Tamizar el é&cido ascérbico por
malla namero 60 y todas las materias
primas, excepto el Suppocire A

2.3 Colocar el Suppocire A en la
dosificadora, ajustando la temperatura
deestaa_ 'y __ rpm.

2.4 Ya que esta fundida la base colocar
el HPMC, m-bisulfito de sodio, alcohol
cétilico y EDTA (en ese orden).

2.5 Dejar mezclar durante 30 min.
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2.6 Agregar el acido ascorbico

2.7 Dejar mezclar durante __min

2.8 Llenar los moldes para 6vulos de 3
gramos

2.9 Esperar min para desmoldar

84




Procedimiento de produccién

Realizo

Superviso

Fecha/

Hora

Control de Calidad

s Aspecto
Especificacion: 6vulos blancos libres de fisuras

y de forma ovoide

+ Intervalo de fusién
Especificacion: Funde a no méas de 37°C
Muestra 1.

Muestra 2:

Muestra 3:

% Dispersion en agua
Especificacion: Pierde su forma en menos de
15 minutos

Muestra 1:

Muestra 2:

Muestra 3:
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ORDEN DE ACONDICIONAMIENTO

Producto: Acido ascorbico 250 mg, Ovulos

Forma Farmacéutica; Ovulos

Concentracion: 250 mg / 6vulo Lote:
Uso: Docencia
Materiales Cantidad Recibio Surtio

Sobres de celopolial

Cajas de carton individual

Etiqueta individual

Caja de carton colectiva
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Procedimiento de acondicionamiento

Realizo

Superviso

Fecha/

Hora

1. Liberacion del area
Para el uso de cada equipo o area se requiere
su liberacion
1.1 Lavar con agua Yy jabon el equipo y/o area
de trabajo
1.2 Enjuagar con agua purificada
1.3 Sanitizar con solucion de etanol al 70%
1.4 Colocar la etiqueta de &rea limpia
1.5 Solicitar al asesor la inspeccion del area

para su liberacion

2. Envasado y acondicionamiento
2.1 Recortar el celoplial del tamafio para 3
ovulos
2.2 Colocar los évulos en los sobres y sellarlos
2.4 Pegar la etiqueta en las cajas de carton
individuales
2.3 Colocar en la caja de cartén 3 sobres que

contiene 3 6vulos
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a)

b)

Valoracion del acido ascorbico

Preparacion de la referencia: Pesar 30 mg de la referencia y colocar en un
matraz volumétrico de 50 mL, llevar a volumen con agua destilada. Tomar
una alicuota de 1 mL de la solucion anterior y pasar a un matraz volumétrico
de 50 mL. Llevar a volumen con acido clorhidrico 0.01 N. Esta solucion
contiene 12 pg/ mL de acido ascorbico.

Preparaciéon de la muestra: Tomar 10 évulos, pesarlos, registrar el peso y
triturarlos en un mortero. Pesar por triplicado un equivalente a 30 mg de acido
ascorbico y colocarlos en un vaso de precipitado de 100mL. Adicionar 20 mL
de agua destilada y fundir a no mas de 45 °C. Sonicar por 30 minutos a 45°C.
Filtrar la mezcla usando papel filtro de poro mediano, recibir el filtrado en un
matraz volumétrico de 50 mL y llevar a volumen con agua destilada. De la
solucion anterior tomar una alicuota de 1 mL y pasar a un matraz volumétrico
de 50 mL . Llevar a volumen con una solucion de acido clorhidrico 0.01 N.
Realizar esto por triplicado. Esta solucién contiene 12 pg/ mL de &cido
ascorbico.

Procedimiento: Leer las absorbancias de la muestra y de la referencia a 243
nm usando &cido clorhidrico 0.01 N como blanco. Realizar los calculos

necesarios.
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