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RESUMEN
La presente investigacion se realizd con el objetivo de comparar la liberacién de
Riboflavina contenida en diferentes matrices elaboradas con pectina extraida del
mesocarpo de la “Naranja” y pectina comercial, como posible sistema de
liberacion retardada. La especie utilizada fue identificada como Citrus aurantium
de la cual se extrajo la pectina por medio del método de hidrélisis acida. Se
realizaron pruebas de control de calidad fisicoquimico, en ambas pectinas,

utilizadas para la elaboracion de las diferentes matrices.

En un experimento inicial, se determind cual de las matrices elaboradas contenia
la concentracidon de pectina ideal para ser utlizada en la investigacion.
Posteriormente, se realiz6 un experimento final cuyo objetivo era comparar la
matriz seleccionada inicialmente con una matriz de iguales concentraciones,
pero elaborada con pectina comercial. Los experimentos se realizaron a tres
diferentes pH (1.2, 6.2 y 7.6), por medio del Método de Disolucion y se cuantificd
la cantidad de riboflavina liberada por el Método de Espectroscopia Ultravioleta
Visible. Ademas, se realiz6 la cinética de liberacién de las matrices evaluadas en
el experimento final, utilizando como medio pH 7.6, las muestras fueron tomadas
a los 5, 15, 25, 35 y 45 minutos. Segun los resultados obtenidos, la matriz que
presentd un comportamiento similar a un sistema de liberaciéon modificado es la
matriz 2 A, la cual presenta una cinética de reaccion que se apega a un modelo
de orden cero. Para obtener una evaluacion mas amplia de las matrices que
contienen polimeros naturales, es recomendable evaluar su disolucién en puntos
de pH que oscilan en rangos de 1.2 a 7.6 en los medios de disolucion, para

obtener el comportamiento mas completo de la disolucidon de las matrices.

La investigacion se realizdé de septiembre del 2019 a febrero del 2020, en las
instalaciones del Laboratorio de investigacibn en Productos Naturales y el
Laboratorio de Control de Calidad de productos farmaceéuticos de la Facultad de

Quimica y Farmacia, de la Universidad de El Salvador.
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1.0 INTRODUCCION

El desarrollo de nuevas formas farmacéuticas de liberacion modificada ha
producido gran interés en la industria farmacéutica, ya que aportan mejor
simplificacion de la posologia y mejor perfil farmacocinético, e incluso, reducciéon
de efectos adversos. En ellas se introducen modificaciones en la formulacion o
en el proceso de produccién con el fin de alterar la velocidad, el tiempo o el lugar

de liberacion del farmaco.

Sin embargo, para obtener este resultado innovador se requiere cada vez de
mas investigaciones dirigidas al estudio de nuevos sistemas de liberacion y de
factores que condicionan el proceso de liberacién del farmaco a partir de la matriz
que los contiene. Actualmente en la elaboracién de sistemas de liberacién
retardada, se utilizan un gran niumero de polimeros los cuales estan clasificados
en dos grandes grupos: los polimeros sintéticos y los polimeros naturales, entre

ellos la pectina.

En la presente investigacion se evaluaron tres matrices con el objetivo de
determinar su uso como un posible sistema de liberacion retardada de modo que,
permitieran mantener los niveles 6ptimos de Riboflavina en el organismo, para lo
cual se evalu6 el comportamiento del farmaco al entrar en contacto en un
ambiente que simul6 las condiciones de los fluidos del organismo, que van del
pH acido del estbmago al pH basico del intestino. Por ello, en este trabajo de
investigacion se elaboraron matrices compuestas por Polivinilpirrolidona, Starch
1500®, pectina comercial y pectina extraida del mesocarpo de la “Naranja”. Para
el desarrollo experimental se evaluaron las matrices elaboradas con pectina
extraida del mesocarpo de la “Naranja” en un experimento inicial, el cual consistio
en la seleccion de la matriz que presentara las mejores caracteristicas para un
sistema liberacion retardada. Posteriormente, se realizé un experimento final en

el que se compard la matriz seleccionada en el experimento inicial contra una



XXii

elaborada a la misma concentracién pero con pectina comercial. El desarrollo de
los experimentos se realizo a tres diferentes pH (1.2, 6.2 y 7.6), por medio del
Método de Disolucion y se cuantifico la cantidad de riboflavina liberada por el
Método de Espectroscopia Ultravioleta Visible. Ademas, se realizo la cinética de
liberacién de las matrices evaluadas en el experimento final, utilizando como
medio pH 7.6, las muestras fueron tomadas a los 5, 15, 25, 35 y 45 minutos. Con
los resultados se graficd concentracion versus tiempo para determinar el orden

de reaccion.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente a través de un Disefio
de Experimentos Multifactorial, Test de Tukey y Diagrama cajas. Luego se
codificaron para realizar el andlisis en el software estadistico R (Dark and Stormy
nigth) versién 3.6, obteniéndose como resultado que la matriz que presenta un
comportamiento similar a un sistema de liberacién modificado es la matriz 2 A,
la cual presenta una cinética de reaccion que sigue una tendencia que se apega
a un modelo de orden cero. Lo que demuestra que su comportamiento es similar
al de los farmacos existentes en la industria farmacéutica, ya que la velocidad de
reaccion es independiente de la concentracién del farmaco, lo que permite

controlar la liberacién y que esta se dé en el sitio de eleccién.

El trabajo se realiz6 en la Universidad de El Salvador, en la Facultad de Quimica
y Farmacia, en el Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales y
Laboratorio de Control de Calidad, durante los meses de septiembre de 2019 a
febrero de 2020.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Comparar la liberacion de Riboflavina contenida en diferentes matrices

elaboradas con pectina extraida del mesocarpo de la “Naranja”, como

posible sistema de liberacién retardada.

2.2 Objetivos especificos

221

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

Extraer pectina del mesocarpo de la "Naranja” de la variedad Citrus

aurantium.

Realizar pruebas de control de calidad fisicoquimico a la pectina

extraida y pectina grado comercial.

Elaborar matrices compuestas por Starch 1500, Polivinilpirrolidona,
pectina comercial y pectina derivada del mesocarpo de la “Naranja”
a tres diferentes concentraciones para el disefio de un sistema

matricial que permita la liberacion de la Riboflavina.

Evaluar la liberacion por medio de Disolucién de la Riboflavina
incorporada en las diversas matrices, elaboradas a diferentes pH
y cuantificar la cantidad de farmaco liberada por medio de

Espectroscopia UV-VIS.

Comparar los resultados obtenidos de cada una de las matrices
por medio de un analisis estadistico y determinar qué matriz es

mas efectiva para la liberacion de la Riboflavina.



2.2.6 Determinar la cinética de liberaciébn de la Riboflavina en las
diferentes matrices disueltas en el medio que propone la prueba
de disolucion de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 37/

NF 32).



CAPITULO I
MARCO TEORICO
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3.0 MARCO TEORICO

En la década de los afios sesenta del pasado siglo, el gran objetivo del
Farmacéutico era garantizar que el producto final contuviese exactamente la
dosis necesaria y suficiente para ejercer los efectos terapéuticos pretendidos.
Una vez reconocida la actividad biolégica del principio activo, la gran
preocupacion residia en garantizar la existencia de métodos capaces de
controlar las propiedades fisicas, quimicas y tecnoldgicas de la respectiva forma
farmacéutica que asegurasen la presencia de una dosis precisa y uniforme del
principio activo, su estabilidad fisicoquimica y biol6gica durante todo el tiempo

exigido para su consumo por el paciente.

En el dltimo cuarto de siglo XX, se identificaron numerosos casos de alteracion
de la biodisponibilidad farmacéutica debida a diversas modificaciones
tecnoldgicas, llegando a la conclusién de que la eficacia farmacologica de un
medicamento dependia exclusivamente de las caracteristicas del principio
activo, era objetivamente errénea, y tomé relevancia la formulacién y la
tecnologia de fabricacidon sobre la respuesta fisiol6gica a la administracion del

medicamento. o)

En las ultimas décadas se ha incrementado el desarrollo de sistemas o
dispositivos que permiten que un principio activo pueda liberarse de manera

controlada o bien orientarse a una region determinada del cuerpo. (g

En la actualidad existen en el mercado numerosos productos formulados para
administracion oral y parenteral que entregan el principio activo en forma
controlada. Sin embargo, muchos de estos preparados emplean tecnologias muy
sofisticadas en su elaboracién, dificilmente alcanzables en paises en desarrollo
y con mercados reducidos, lo que hace que éstos sean dependientes de la

compra de tecnologia. (o)
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Es asi como la investigacion en preparados farmacéuticos de liberacion
modificada ha experimentado un desarrollo importante en los ultimos afios,
avalada tanto por el conocimiento farmacocinético de los principios activos como
por los grandes avances en la obtencion de polimeros biocompatibles,
produciendo un sistema de liberacion que optimice la seguridad y la eficacia de
los tratamientos, simplificando asi su posologia.

La industria quimica farmacéutica de El Salvador forma una parte importante
para la economia nacional. El sector ha obtenido un crecimiento muy notable en
los ultimos afios; la produccion ha crecido desde $213 millones en 2004 hasta $
297 millones en el 2011. El aumento, de $ 84 millones, refleja la estrategia de la

industria para ir sustituyendo en lo posible los productos importados.

Entre otras cifras, la industria farmacéutica salvadorefia exporté $139.7 millones
en 2017, lo que representd un 1 % de crecimiento, siendo el quinto sector
industrial mas importante del pais, en concepto de exportacion. INQUIFAR tiene
15 laboratorios asociados que representan el 60 % de las exportaciones de
medicamentos de El Salvador. Ademas, el pais le exporta el 81 % de su

produccion farmacéutica a Centroamérica.

A pesar de que dicha industria es una potencia de exportacion a nivel nacional
El Salvador sigue siendo un pais dependiente de la investigacién y desarrollo en
medicamentos que se origina en paises de mayor avance, sin embargo, participa
en las etapas de verificacion de la eficacia y seguridad de las moléculas nuevas
(estudios clinicos fase Ill y IV). Dentro de las principales causas que limitan el
desarrollo de investigaciones estan: falta de recursos financieros, logistica,
tecnologia, ausencia de un marco regulatorio en investigaciones biomédicas,
inexistencia de prioridades de investigacion que den respuesta a los principales
problemas de salud de la poblacion, ya que solamente se cuenta con las

investigaciones que realizan en las universidades. s
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La Real Farmacopea Espafiola describe las formas farmacéuticas de liberacion

modificada como aquellas preparaciones en las que la velocidad y el lugar de

liberacion de la sustancia o sustancias activas, es diferente del de la forma

farmacéutica de liberacién convencional administrada por la misma via.

Esta modificacion liberada se consigue por una formulacion particular o por un

método de fabricacion especial. Existen numerosas clasificaciones basadas en

la forma de liberar el farmaco o bien en los mecanismos que gobiernan dicha

liberacion (ver Tabla N°1). La siguiente tabla explica en que consiste la

clasificacion, de acuerdo con lo que aparece en la mayoria de los tratados de

tecnologia farmacéutica:

3.1.1 Clasificacion de los sistemas de liberacion modificada.

Tabla N° 1. Ejemplos y principales caracteristicas de las Forma Farmacéuticas
de Liberacién Modificada @s)

Tipo de sistema

Caracteristicas principales

Liberacién acelerada

Disolucidn rapida del farmaco sin necesidad de administracion
de liquidos.
No se prolonga el efecto terapéutico.

Liberacion diferida

Retardadas: disefiadas para salvar el pH gastrico o para evitar
gastrolesividad del farmaco. No prolongan el efecto terapéutico.
Pulsatil: liberacion secuencial del medicamento

Liberacidn prolongada

Disefiados para prolongar la concentracion plasmatica (Cp) del
farmaco o para mejorar las caracteristicas farmacocinéticas del
medicamento.

Flotantes y
bioadhesivos

Disefiados para aumentar el periodo de residencia gastrico.

Existen numerosas clasificaciones basadas en la forma de liberar el farmaco o

bien en los mecanismos que gobiernan dicha liberacion.

La siguiente

clasificaciéon pretende ser lo mas sencilla posible, de acuerdo con lo que aparece

en la mayoria de los tratados de tecnologia farmacéutica:
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3.1.2 Sistemas de liberacion acelerada:
Se trata de formas sélidas que se disuelven instantdneamente en la cavidad
bucal sin necesidad de administracién de liquidos. En este grupo se pueden
encontrar diferentes sistemas en funcion del mecanismo de liberacion, como los
comprimidos de disgregacion rapida en contacto con la saliva o los liotabs
bucodispersables. En algunos casos se presentan como sistemas que permiten
aumentar la biodisponibilidad de determinados farmacos al reducir el efecto de
primer paso por su absorcion sublingual o bien pregastrica, a través de la mucosa

bucal, faringea y esofagica.

3.1.3 Sistemas de liberacion diferida:
En este grupo se incluyen los sistemas disefiados para liberar el farmaco de
forma retardada, los cuales, sin prolongar el efecto terapéutico, permiten
modificar el tiempo o el lugar donde se va a producir la liberacion. Aqui se
encuentran los sistemas de cubierta entérica que tienen la finalidad de salvar el
contacto del principio activo con los jugos gastricos, bien para evitar su
inactivacibn o para evitar las gastrolesividad del mismo (ejemplo: aspirina

microencapsulada).

3.1.4 Sistemas de liberacién prolongada:
Algunos autores hablan también de liberacién controlada o sostenida. Se trata
de sistemas diseflados principalmente para prolongar el efecto terapéutico o
bien, disminuir los picos de concentracion caracteristicos de los sistemas
convencionales. Estos sistemas se llevan utilizando varias décadas, aunque
siguen apareciendo novedades disefiadas para facilitar la posologia o aportar un
mejor perfil farmacocinético. En este sentido, es conocido el cambio de
formulacién galénica que permite una liberacion continua al presentar el principio

activo de forma cristalizada, que se va disolviendo de manera lenta y continua.
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3.1.5 Sistemas flotantes y bioadhesivos:
En este caso se trata de sistemas diseflados para retrasar el transito
gastrointestinal del medicamento o aumentar el periodo de residencia gastrico
del mismo. Facilitan la absorciéon gastrica o en las primeras porciones del
intestino delgado de determinados farmacos. Se utilizan en principios activos
resistentes a los jugos géastricos y con procesos de liberacién-absorcion para los
gue este sistema pueda suponer una ventaja en la biodisponibilidad del
medicamento. También se benefician de estos sistemas los principios activos
cuya absorcion es mayoritaria en las primeras porciones del intestino delgado
(ejemplo: calcio). Los sistemas flotantes basan su efecto en conseguir una menor
densidad que los jugos gastricos, bien introduciendo hidrocoloides en la gelatina

de encapsulacién o bien mediante camaras de flotacion.

3.1.6 Sistema de Liberacion al que esté dirigido la investigacion.
El sistema de liberacion en el que se va a centrar la investigacion sera orientado
a la Liberacion Diferida especificamente al sistema de liberacion retardado. Con
la liberacion retardada se conseguira retrasar el tiempo de liberacién, alargando
el tiempo de latencia hasta que el sistema esté a nivel del colon y poder liberar
el farmaco en el érgano esperado, por lo tanto, no se espera obtener niveles
plasmaticos del farmaco hasta que la forma farmacéutica se encuentre en la

zona del tracto digestivo en donde se desea que se active el sistema.

—_—

Sistemas de liberacion

Acelerada Diferida Prolongada Flotantes y
bioadhesivos
£t Controlada o
RETARDADA Pulsatil sostenida

Figura N° 1. Esquema de clasificacion de Formas Farmacéuticas de Liberacion
Modificada (FFLM)
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Tabla N° 2. Ventajas y desventajas de las Formas Farmacéuticas de Liberacion
Modificada. @1y

Ventajas Desventajas
Reduccion de la frecuencia de administracion | Costo elevado.
(simplificacion de la posologia).

Correlaciones in vitro/in vivo dificiles de
Disminucion de la fluctuacion de niveles | predecir.

plasmaticos. i L ) »
Posible sobredosificacion por liberacion

Efecto terapéutico mas uniforme. inmediata e incontrolada de la dosis.

Reduccién de efectos secundarios | Dificultad de ajuste de dosificacién
relacionados con dosis elevadas.

Los sistemas de liberacion modificada también se pueden clasificar en funcion
del mecanismo por el cual se libera el principio activo. La liberacion puede ocurrir
por difusion, disolucién, presién osmoética, fuerza mecanica, hinchamiento,

erosion o activacion. ag)ss)

Los sistemas poliméricos de liberacion de farmacos se pueden clasificar de otra
manera y es segun la forma de incorporacién del farmaco, distinguiéndose

transportadores quimicos Y fisicos.

3.2 Dosificacién controlada por mecanismos fisicos
En el caso de sistemas con union fisica entre el polimero y el agente bioactivo,
los tipos mas representativos en funcion del mecanismo de actuacion son los

sistemas:

- Controlados por difusion, bien en depoésitos o reservorios (membranas), en

matrices (monoliticos)

- Controlados por el disolvente (sistemas osméticos y sistemas controlados por

hinchamiento).
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DOSIFICACION CONTROLADA
POR MECANISMOS FISICOS

| |

Controlada por: Controlada por:
DIFUSION EL DISO]_IVENTE
| | L
Sistemas U ™
Membranas Matrices Osmoéticos : Slstemasj contro.lados :
monoliticas i por el hinchamiento !

______________________

Figura N° 2. Dosificacion controlada por mecanismos fisicos.

3.2.1 Sistemas controlados por difusion
La cantidad de producto bioactivo que llega a una zona determinada de
aplicacion se controla mediante un fendbmeno de difusion del compuesto:
directamente a través de la estructura molecular del polimero o a través de macro
0 microporos. Sin embargo, el caso mas frecuente es una combinacion de ambos

mecanismos. s
- Sistemas matrices o dispositivos monoliticos.

En estos sistemas el compuesto bioactivo se encuentra uniformemente
distribuido en un soporte de polimero sélido. El farmaco puede encontrarse
disuelto en la matriz polimérica o disperso si su contenido es mayor que el limite
de solubilidad. La migracion del farmaco al medio se produce por difusion
molecular a través del soporte o por difusién a través de microporos existentes

en la matriz polimérica.

3.2.2 Sistemas controlados por el disolvente
Son matrices poliméricas o sistemas con deposito donde la liberacion es

controlada por la penetracion de un disolvente, via 6smosis 0 hinchamiento.

- Sistemas controlados por hinchamiento. Son sistemas monoliticos en los que

el compuesto activo se encuentra disuelto o disperso en un soporte de polimero
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hidréfilo, entrecruzado o no, el cual se hincha sin disolverse cuando se pone en
contacto con un medio acuoso. En estos sistemas el grado de hinchamiento (y
por tanto la cantidad de farmaco liberada) depende del balance

hidroéfilo/hidrofobo de la matriz polimérica y del grado de entrecruzamiento.

3.3 Sistemas matriciales uzeues
Un sistema matricial o monolitico consiste en una dispersibn homogénea del PA
y demas excipientes en el seno de una red polimérica de naturaleza hidrofilica,

hidrofébica o inerte que controla la velocidad de liberacién a través de la matriz.

Actualmente, los sistemas matriciales son considerados como una de las formas
mas accesibles de controlar la liberacidén de un PA, y son ampliamente utilizados
para la elaboracion de SLM orales debido a su relativa simplicidad, rapida
produccion y baja influencia de variables fisioldgicas en el comportamiento de
liberacion (pH, temperatura, ionizacion), ademas son seguros frente a la rotura,
ya gue no conducen a la liberacion rapida y masiva del farmaco como en los

sistemas reservorio.

El progreso alcanzado en la manufactura de los sistemas matriciales deriva
directamente de los avances en la ciencia de los polimeros y del conocimiento
cada vez mas exacto de los factores que influyen el comportamiento de estos

sistemas matriciales.

Los sistemas matriciales pueden ser considerados actualmente como una de las
formas mas faciles y menos costosas de controlar la liberacién de los principios
activos. Estos sistemas retardan y regulan la liberacion del principio activo,

mediante un proceso que sigue las leyes de difusion. (g
Segun sus caracteristicas, se pueden distinguir tres tipos de matrices:

1. Matrices inertes, plasticas o insolubles.
2. Matrices hidrofilicas.

3. Matrices lipidicas.
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La matriz en estudio se clasifica como “Matrices hidrofilicas”.

3.3.1 Matrices hidrofilicas

Estas son obtenidas por la compresion de una mezcla que contiene un principio
activo relativamente soluble y un polimero no digerible que actlla como un agente
gelificante. Este polimero se hidrata e hincha cuando entra en contacto con los
liquidos digestivos. De esta manera hay formacion de una capa gelificada, cuyo
espesor aumentara con el tiempo. El farmaco tiene que difundir progresivamente
a través de esta capa gelificada. La liberacién del principio activo puede
describirse en cuatro pasos no consecutivos:

-La penetracion del liquido del medio de disolucion o del tracto gastrointestinal
en el comprimido junto con la disolucion simultdnea de una cantidad pequefa de

farmaco que se encuentra en la superficie externa de la forma farmacéutica.

-Hinchamiento del polimero hidréfilo por adsorcion de agua y formacion de una
barrera gelificada.

-Penetracion de los liquidos circundantes en la profundidad de los comprimidos

por difusion a través de la capa de gel y disolucion del farmaco.
-Difusién del farmaco disuelto a través de la barrera gelificada.
Este tipo de matriz presenta las siguientes ventajas:

1. Laliberacion del farmaco es poco o no influenciada por las variaciones de
las condiciones fisicoquimicas y fisiologicas en el tracto gastrointestinal.
2. El proceso de manufactura es a menudo simple y barato y numerosos

excipientes muy conocidos pueden usarse por su buena tolerancia.

En las matrices hidrofilicas, es posible modificar el ambiente de disolucién de
farmaco para controlar la velocidad de liberacién creando un “micro-pH” en la

matriz con el uso de sustancias apropiadas.
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Polimero hidrofilico

Matriz + Farmaco /
—» —»@
Liberacion
\ Difusion

Farmaco

\i

Figura N° 3. Representacion esquematica del proceso de liberacion desde una
matriz hidrofilica.

3.4 Vitaminasa)

El cuerpo humano diariamente necesita una amplia variedad de nutrientes que
le permitan funcionar correctamente y dentro de estos nutrientes se encuentran
las vitaminas tanto hidrosolubles como liposolubles, muchas de las vitaminas que
nuestro cuerpo necesita las obtiene de los alimentos que consume, pero hoy en
dia la mala alimentacion genera deficiencia de ellas, por lo que los procesos y
actividades normales del cuerpo humano no se llevan a cabo con normalidad, es
aqui donde los suplementos alimenticios son necesarios. Siendo la vitamina B2
o Riboflavina una vitamina hidrosoluble de amplia administracion en todo el
mundo, por ser de caracter hidrosoluble no se almacena en el organismo, esto
implica de debe ingerirse diariamente en los alimentos para que cuerpo puedo
hacer uso de ella, ya que es un farmaco muy estudiado y de amplio margen
terapéutico ideal para ser utilizado como principio activo modelo para el presente

estudio.

Las vitaminas son consideradas como compuestos organicos esenciales en el
metabolismo y necesarios para el crecimiento y, en general para el buen
funcionamiento del organismo. Aunque se tenga una dieta rica en otros
nutrientes es necesario, abastecer al organismo de cantidades adecuadas de
vitaminas ya que su carencia provoca ciertas manifestaciones quimicas que no

pasan desapercibidas, asi mismo, las vitaminas estan relacionadas con la fusion
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de las enzimas, ya que inician y catalizan las reacciones quimicas; sin embargo,
se conoce claramente que varias vitaminas solo actian en combinacién con
ciertas proteinas especificas y forman en este caso enzimas. Algunas vitaminas
forman complejos enzimaticos e intervienen en el metabolismo de los hidratos

de carbono; ejemplo: vitamina B1 y Ba.

3.4.1 Riboflavina @)z
La Riboflavina (vitamina B2) es una vitamina hidrosoluble, componente principal
de los cofactores FAD y FMN y por ende es requerida por todas las
flavoproteinas, asi como para una amplia variedad de procesos celulares. Como
otras vitaminas del complejo B, tiene un papel importante en el metabolismo
energético, y es requerida en el metabolismo de grasas, carbohidratos y
proteinas. (Ver Anexo N°1)

MH;

——— Rihoflaving ————— ==

=— Flawvin Mononucledtido [FRM]. —

- Flavin Adenin Dinucledtido (FAD) -

Figura N° 4. Estructura de la Riboflavina, Flavin Mononucle6tido (FMN) y Flavin
Adenin Dinucleétido (FAD).

El aislamiento y la caracterizacion de la enzima proteica amarilla originalmente

de la levadura motivaron la realizacion de estudios sobre el caracter esencial del
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pigmento flavinico de la enzima en el metabolismo del ser humano, el

crecimiento y la salud.

CHj3

CHy

Figura N° 5. Estructura quimica de Riboflavina.
3.4.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas de la Riboflavina:

La Riboflavina es un polvo cristalino, de color amarillo-naranja que tiene un olor
ligero. Cuando esta seca no se afecta en grado apreciable por la luz difusa. En
solucion alcalina, es soluble con facilidad, pero es bastante inestable al calory a
la luz forma lumiflavina, un producto de degradacion fluorescente que carece de

actividad biolégica.

La Riboflavina es mas estable al calor en solucion acida, en particular de pH 1 a
6.5, pero ante la irradiacion forma lumicromo que también carece de actividad
biol6gica. Las soluciones de Riboflavina tienen una fluorescencia amarillo-verde

caracteristica, con una absorciébn maxima en 565 nm en el rango de pH acido.

Un gramo se disuelve en 3,000 a 20,000 mL en agua, las variaciones de
solubilidad se deben a diferencias de la estructura cristalina interna de la
Riboflavina; es mas soluble en solucion isoténica de cloruro de sodio o alcalina
que en agua, y es menos soluble en alcohol. Es insoluble en la mayoria de los
solventes de lipidos y solventes organicos. La actividad de la Riboflavina se

expresa en miligramos de la sustancia quimicamente pura.
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3.4.1.2 Incompatibilidades
La Riboflavina es incompatible con alcalis (descomposicidn), sales de metales

pesados (precipitaciéon), reductores y otras vitaminas hidrosolubles.

3.4.1.3 Farmacocinética
Absorcién: Rapida por el tracto gastrointestinal superior, la absorcion involucra
el mecanismo de transporte activo y la extension de la absorcion Gl, esta limitada
por la duracion del contacto de la droga con el segmento de la mucosa
especializado, donde ocurre la absorcion. La Riboflavina 5-fosfato se absorbe
rapida y casi completamente desfosforilada en el lumen GlI, antes de que ocurra
la absorcion. La absorcion de la Riboflavina se incrementa cuando se administra
con alimentos, y disminuye en pacientes con hepatitis, cirrosis, obstruccion biliar,
0 en aquellos que estan recibiendo probenecid. La Riboflavina libre esté presente
en la retina. Se almacena en cantidades limitadas en el higado, bazo, rifiones y
alrededor del 60 % del DFA y MNF estan unidos a proteinas. Vida media
biologica: Alrededor de 66-84 minutos después de la administracion oral o
intramuscular de una sola dosis grande en individuos sanos. Excrecién: Después
de la ingestién de dosis fisioldgicas usuales de Riboflavina, solamente alrededor
del 90 % es excretada sin cambios en la orina. La excrecién parece que involucra

secrecion tubular renal, asi como filtracion glomerular. Metabolismo: Hepético.

3.4.1.4 Mecanismo de accion
Funciona como una coenzima la Riboflavina 5-fosfato (mono nucledtido de
flavina [MNF]), el MNF es convertido a otra enzima, el dinucleétido flavina denina
(DFA). Estas coenzimas actuan como un acarreador de moléculas de hidrégeno
para muchas enzimas (flavoproteinas), involucradas en la éxido-reduccion de
sustancias organicas y en el metabolismo intermediario. La Riboflavina también
esta involucrada, indirectamente, en el mantenimiento de la integridad
eritrocitica. Participa en el sistema de transporte de electrones, en la conversion

de la oxidacion tisular a energia util. La aplicacion terapéutica de la Riboflavina
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se ha establecido para la prevencion y tratamiento de las enfermedades
causadas por su deficiencia.

3.4.1.5 Usos terapéuticos de la Riboflavina.
La Riboflavina es utilizada para la prevencién de bajos niveles de Riboflavina
(deficiencia de Riboflavina), los dolores de cabeza de migrafia. También se utiliza
para el tratamiento de la deficiencia de Riboflavina. Algunas personas usan la
Riboflavina para las enfermedades oculares como la fatiga ocular, las cataratas
y el glaucoma. La vitamina B2 (Riboflavina) proporciona energia al interior de las
células y se necesita para producir enzimas decisivas en la liberacién de la
energia que tienen las grasas, los carbohidratos y las proteinas que ingerimos

de los alimentos.

Esta vitamina hidrosoluble es vital para el crecimiento e importante en la
reproduccioén celular y ayuda a producir glébulos rojos sanos. Mantiene, ademas,
la buena salud de la piel, las ufias y el cabello. Incluso es muy probable que
ayude a la memoria ya que las personas mayores que tienen niveles normales

de vitamina B2, mantienen vivos sus recuerdos.

Asi mismo ayuda al sistema inmunolégico manteniendo en buen estado las
membranas mucosas que forman el aparato respiratorio y el digestivo. Conserva
ademas el estado de las superficies humedas del cuerpo como los ojos, la boca,

la lenguay la vagina.

Durante el embarazo, comer alimentos que contienen vitamina B2, evita la
malformacion 6sea y los trastornos en el desarrollo cerebral del feto. Beneficia
también a los 0jos, ya que oxigena la cornea y alivia la fatiga de éstos. La
carencia de esta vitamina, muy frecuente entre adolescentes, embarazadas,
ancianos y deportista; afecta también a quién usa de manera prolongada
anticonceptivos y/o antidepresivos. Cuantas mas calorias se agreguen a la dieta,

mas Riboflavina necesita el cuerpo.
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Dosificacion:

- Para el tratamiento de los niveles bajos de Riboflavina (deficiencia de
Riboflavina) en adultos: 5-30 mg de Riboflavina (vitamina B2) al dia en
dosis divididas.

- Para la prevencion de los dolores de cabeza de migrafia: 400 mg de
Riboflavina (vitamina B2) por dia. Puede tomar hasta tres meses para

obtener los mejores resultados.

3.5 Generalidades de la “Naranja” Citrus aurantium

3.5.1 Clasificacién botanica del Citrus aurantium o

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Familia Rutaceae
Subfamilia Citroideae
Tribu Citreae
Género Citrus
Subgénero Eucitrus
Especie Citrus aurantium
Nombre Naranja agria
comun

3.5.2 Caracteristicas botanicas de la naranja Citrus aurantium

Nombre cientifico Citrus aurantium
Nombre vernaculo “Naranja agria”
Familia Rutéceas
Descripcion olfativa del Agrio, citrico

jugo



Apariencia del jugo
Aroma del jugo

Propiedades del jugo

3.5.3 Descripcion botanica: qo
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Liquido amarillo claro
Fresco y citrico

Util como estimulante digestivo
y linfatico, sedante, se usa para
el tratamiento de la obesidad y

la retencion de liquidos.

Arbol de hasta 6 m de alto con copa redonda, espinas largas y mas bien flexibles.

Hojas de 7 a 10 cm, agudas a acuminadas; peciolo anchamente alado. Flores

axilares de tamafio mediano, blancas. Fruto de 7 a 8 cm de diametro, globoso,

algo aplanado en el apice, con 10 a 12 segmentos; pulpa acida.

Figura N° 6. Descripcion de Citrus aurantium.

3.5.4 Distribucion geografica:

Nativa de Asia, cultivada en regiones tropicales y subtropicales.
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3.5.5 Estudio fitoquimico: aoer
- La hoja contiene aceite esencial: linalool (11%), acetato de linalool; flavonoides:
neodiosmina, neohesperidina, naringina y roifolina.
-La semilla tiene diversos triterpenos; el fruto contiene triterpenos: limonina,
nomilina y &cido nomilinico y un alcaloide isoquinolinico: sinefrina
-La pulpa del fruto presenta grandes cantidades de &cidos organicos (citrico y
malico principalmente) y de vitamina C; el pericarpio posee pectina.
-La flor contiene aceite esencial («neroli») 0.05- 0.5%: limoneno, linalool, nerol y
antranilato de metilo.
- El pericarpio ha sido ampliamente estudiado y contiene, entre otros
componentes flavonoides: naringenina, hesperidina, neohesperidina; aceite
esencial («curacao») 2%: limoneno (90%).
La pectina se obtiene del mesocarpo de los frutos citricos o del bagazo de las

manzanas exprimidas por extraccion con acidos diluidos.

3.5.6 Usos populares:
La decoccidn o infusién de hojas se usa para tratar afecciones digestivas (colico,
indigestion, hipo, nausea), respiratorias (asma, bronquitis, gripe, resfrio, tos),
nerviosas (cefalea, epilepsia, insomnio, 138 palpitaciones), cardiacas y urinarias,
hipertension y fiebre. Las flores en jarabe o infusion se usan para tratar
afecciones nerviosas (excitacion, insomnio). La tintura del epicarpio se utiliza
para afecciones digestivas y nerviosas. El jugo del fruto se utiliza para tratar
afecciones digestivas (diarrea, gastritis) y respiratorias (catarro, inflamacion de
garganta, fiebre, resfrio, tos) y reumatismo. El aceite se utiliza en el tratamiento
de bronquitis cronica. El jarabe y tintura de corteza se usan para el dolor de
estdmago, bronquitis, disenteria e insomnio.

3.5.7 Porcentaje de pectina en frutos:
El mesocarpo de los citricos es rico en pectina, modificAandose su contenido
segun la estacion y la variedad. Esta sustancia se asocia con la celulosa y le

proporciona a la pared celular la habilidad de absorber grandes cantidades de



44

agua. La celulosa tiene un importante rol en la estructura ya que les da rigidez a

las células, mientras que la pectina confiere la textura. Dentro de frutos con

mayor rendimiento en la extraccidén de pectina se tienen: glicésidos saponinicos.

Tabla N° 3.Porcentajes de rendimiento de pectina por fruto. ()

Fruto % Pectina
Citricos 20-35%
Manzana 10-15%
Girasol 15-25%
Remolacha 10-20%
Maracuya 15-20%
Mesocarpo

/

— s Exocarpo

—— Eje central

Endocarpo

Figura N° 7. Partes de la “Naranja”.

3.6 Generalidades fisicas y quimicas de la pectina

3.6.1 La pectina sus origenes

La pectina fue descubierta en 1790 cuando Vauquelin encontré primeramente

una sustancia soluble de los zumos de fruta. El cientifico francés Braconnot

continuo el trabajo de Vauquelin y encontré0 que "una sustancia ampliamente

disponible de plantas vivas y ya observada en el pasado, tenia propiedades
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gelificantes cuando se le afiadia acido a su solucién". La llamo "pectina &cida"
del griego "pectos" que significa sélido, coagulado. (The Apple. The Pectin,
Herbstreith).

La pectina fue definida por Kertesz (1951) como los acidos pectinicos solubles
en agua de grado de metilacion variado que son capaces de formar geles con
azucar y acido bajo condiciones determinadas. Esta definicibn abarca la
gelificacion con calcio de los acidos pectinicos, definidos por Kertesz (1951) o
como los &cidos poligalacturénicos coloidales aislados de plantas conteniendo
una cierta proporcién de grupos metiléster. De ahi que también el término pectina
se usa colectivamente para incluir acido péctico, la forma de pectina

completamente desesterificada.

Las formas de pectina son generalmente reconocidas como seguras por la U.S.
Food and Drug Administration (Food and Nutrition Encyclopedia, 1983). Las
especificaciones legales para pectinas estan enunciadas internacionalmente

(Copenhagen Pectin).

3.6.2 Definicion del término pectina
La pectina se define como un hidrato de carbono purificado que se obtiene de la
porcion interna de la cascara (mesocarpo) de los frutos citricos o del bagazo de
las manzanas exprimidas por extraccion con acidos diluidos. La pectina es util
por su capacidad de formar geles o jaleas con compuestos polihidroxilados como
los azucares, donde actlan como agentes aglutinantes o de adhesion, sus
células son polisacaridos altamente hidrofilicos que pueden absorber varias
veces su peso en agua.

3.6.3 Sustancias pécticas )
Las sustancias pécticas son mezclas complejas de polisacaridos que
constituyen una tercera parte de la pared celular de las plantas dicotiledoneas y
de algunas monodicoltiliedéneas, menor proporcién de estas sustancias se
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encuentran en las paredes celulares de las plantas herbaceas. Estas sustancias
se encuentran en la pared celular primaria, en los intersticios entre los depdsitos
de celulosa y hemicelulosa. Las pécticas también actlan como cemento
intercelular entre las paredes de las células vecinas. Quimicamente son

polimeros del &cido D-galacturdénico unido por el enlace alfa 1,4-glucosidico.

3.6.4 Clasificacion de las sustancias pécticas (s
Segun cuantos grupos carboxilicos estan esterificados en la cadena o polimero,
se clasifican en:
-Protopectinas: Sitodos los carboxilos estan esterificados. Estas son insolubles
en agua y se hallan en mayor cantidad en los tejidos de los frutos no maduros o
verdes.
-Acidos pectinicos: Si solo una parte, pero mayoritaria de los carboxilos esta
esterificada. Estos compuestos son capaces de formar geles si las condiciones
de sdlidos solubles y pH son adecuadas. Las sales de estos acidos se llaman
pectinatos.
-Pectinas: Son los acidos pectinicos, solubles en agua caliente, con un
contenido medio de éster metilico. La principal caracteristica es su capacidad de
formar geles en presencia de suficientes sélidos solubles, acidos o iones
polivalentes.
-Acidos pécticos: Estos compuestos no poseen grupos carboxilicos
esterificados. Las sales de estos se denominan pectatos y reaccionan facilmente
con los iones calcio de las células para producir compuestos insolubles en los
jugos de frutas, dando un precipitado visible cominmente en la separacion de
fases o abanderamiento en los néctares.

3.6.5 Estructura quimica de la pectina ¢
Estructuralmente la pectina son polisacaridos constituidos por cadenas largas
de unidades de acido D — galacturénico, unidas entre si por enlaces a — 1- 4, de
cadenas que forman el acido poligalacturénico o acido péctico, en las cuales un

50% - 60% de los grupos carboxilo estan esterificados con alcohol metilico.
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Figura N° 8. Estructura de la pectina.

Hay monomeros de ramnosa insertados dentro de la cadena principal de
residuos de &cido galacturonico. Unido al extremo reductor de los mismos por
enlaces (1a — 2 B) y al extremo no reductor del siguiente residuo uronico por
enlaces (1B - 4a). Debido a su compleja estructura el peso molecular de la

pectina esta comprendido entre 50.000 y 180.000 daltons.

3.6.6 Propiedades fisicoquimicas de las pectinas ()

Las variaciones en el grado de metilacion son causadas principalmente por

ciertos factores como son:

a) El grado de metilacion que ocurra durante la extraccion y purificacion de la
pectina.

b) Diferentes contenidos de grupos metoxilos de las sustancias pécticas en su
estado natural.

c) Diluciébn de las sustancias pécticas por materiales adjuntos como son
arabinosa y galactosa.

En cuanto a la preparacion de las pectinas se puede obtener dos tipos

fundamentales, dependiendo del grado de esterificacion, asi tenemos:

1. Pectina de elevado grado de esterificaciéon (HM) que contiene de 7 a 12%

de grupos metoxilo.

2. Pectina de bajo grado de esterificacion (LM) con una cantidad de grupo
metoxilo de 2.5 a 4.5%.
La determinacion del grado de metoxilo se basa en el andlisis cuantitativo del

alcali que se requiere para la saponificacion de un éster. La pectina rinde no
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menos de 6.7% de grupos metoxilicos (-OCH3s) y no menos de 74% de &cido
galacturénico (C6H1007). El porcentaje de grupos metoxilicos maximo es de
14% que corresponde a la pectina de bajo metoxilo, también llamadas pectinas
de baja esterificacion, el pH de la pectina varia de 2.5 — 3.4 como funcion del

grado de esterificacion.

La funcion bioldgica de la pectina en las plantas fija hasta un 30 % de los
polisacaridos de muchas plantas. El ién calcio induce enlaces entrecruzados en
la adhesién celular y textura del tejido, asi como la extensibilidad de la pared
celular. A pesar del alto grado de metilaciébn de las pectinas en las partes

crecientes de la planta.

3.6.7 Parametros de Medicién de la Calidad de la Pectina
La pureza de la pectina se mide mediante el porcentaje de acido galacturonico,
que representa la masa total de anillos de dicho acido, sobre la masa total de
pectina. Tiene un valor minimo de 65 % segun la FAO y la FDA, aunque, segun
lo normado por la USP 37 / NF 32 este porcentaje debe encontrarse por encima
del 74 %. (Ver Anexo N°2)

Las caracteristicas gelificantes estan determinadas por el porcentaje de
metoxilacion de la pectina, calculado por la relacion entre la masa total de grupos
éster metilicos, sobre la masa total de pectina. Para pectinas de alto metoxilo,
este porcentaje debe encontrarse por encima del 6,7 %). Porcentajes menores

a este valor, corresponden a pectinas de bajo metoxilo.

Estos parametros de calidad son los que se espera obtener en la pectina extraida
durante la investigacion, ya que de esta manera la pectina extraida podria ser
usada como excipiente para la elaboracion de productos farmacéuticos pues

cumplird con las exigencias. ¢

3.6.7.1 Pectinas de alto metoxilo (HM) @45
Son aquellas en las cuales mas del 50% de los grupos carboxilos del acido

galacturénico del polimero se encuentra esterificado con metanol como se puede
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ver en la Figura.1l. EIl grado de esterificacion de las pectinas de alto metoxilo
influye mucho sobre sus propiedades, en particular, a mayor grado de
esterificacion, mayor es la temperatura de gelificacion. Estas pectinas son
capaces de formar geles en condiciones de pH entre 2.8 y 3.5 y un contenido de

sélidos solubles (azucar) entre 60% y 70%.

Las pectinas de alto metoxilo pueden subdividirse en 2 grupos: las de gelificacion
rapida (Rapidset), o sea menor a 5 minutos y tiene un grado de esterificacion con
metanol entre el 68 y el 75%. El otro grupo es de gelificacién lenta (Slowset) es
decir gelifican después de 5 minutos y tienen entre 60 y 68% de esterificacion

con metanol.

COOH COOMe COOH COOMe COOMe

Figura N° 9. Pectinas con alto grado de metoxilo

3.6.7.2 Pectinas de bajo metoxilo (LM)
Son aquellas en las cuales menos del 50% de los grupos hidroxilo estan
esterificados con metanol. Para la formacién del gel requieren la presencia de
cationes divalente, generalmente se emplea calcio. En este caso la formacién
del gel ocurre por la formacion de enlaces de dichos cationes con moléculas de
pectina, formando una red tridimensional con los grupos carboxilo de ésta. Los
geles se pueden obtener entre pH 1 a 7; el pH no afecta la textura del gel ni el
intervalo de sélidos solubles y puede fluctuar entre 0 y 80%, pero la presencia

de calcio (40 a 100mg) es el factor predominante en la formacion del gel.
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COOH COOMe COOH COOMe COOMe

Figura N° 10. Pectinas con bajo grado de metoxilo

3.6.8 Usos farmacéuticos de la pectina e
La pectina se encuentra inscrita en la FDA como un aditivo seguro sin limites de
consumo diario, por lo que ha sido ampliamente utilizada como excipiente en la
formulacion de comprimidos matriciales, geles, cubiertas de formas

farmacéuticas, etc.

Los hidrogeles formados con polimeros naturales absorben y retienen grandes
cantidades de agua y forman un material blando en contacto con los fluidos
acuosos del organismo, lo cual contribuye a la biodegradabilidad vy
biocompatibilidad de este material. Considerando estas caracteristicas Mishra y
colaboradores [Mishra et al., 2008a] han desarrollado hidrogeles de
pectina/polivinilpirrolidona (PVP) utilizando como agente reticulante el
glutaraldehido. Los resultados obtenidos mostraron que se produce una
interaccion por enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de la pectina y
los carboxilos de la PVP. Este hidrogel presenta hinchamiento pH-dependiente,
que a su vez controla la liberacién del farmaco modelo (acido salicilico). Por otro
lado, los ensayos de viabilidad sobre células del melanoma murino Bie mostraron
que todos los hidrogeles de pectina/PVP estudiados no producen ningun efecto
citotoxicos significativo en estas células, lo que pone de manifiesto su
biocompatibilidad. Los resultados permiten concluir que los hidrogeles
elaborados con pectina/PVP son candidatos prometedores para diferentes
aplicaciones biomédicas. Posteriormente, estos mismos autores desarrollaron
hidrogeles, en medio acido, a partir de una pectina modificada quimicamente con

etanolamida, utilizando como agente reticulante el glutaraldehido. El hidrogel
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obtenido resulté biocompatible y capaz de liberar por difusion el farmaco modelo
(acido salicilico), por lo que los autores consideran que esta membrana puede
ser estudiada como sistema transdérmico de liberacién de farmacos o como

material de apoésito para heridas. s

Dado que la pectina por si sola no resulta en todos los casos totalmente
eficaz para conseguir formulaciones capaces de alcanzar de forma inalterada el
colon, algunos autores han recurrido a formulaciones matriciales de pectina
recubiertas con polimeros con solubilidad pH-dependiente que protejan la matriz
de pectina durante su recorrido por la zona alta del digestivo. Asi, se
desarrollaron comprimidos con diferentes pectinas recubiertos con Eudragit®
S100 con el fin de conseguir una liberacion colonica de teofilina. Para mejorar
las caracteristicas de compresion de las pectinas se prepararon mezclas fisicas
con Emdex® (dextratos hidrosolubles). Los resultados pusieron de manifiesto
gue en todos los casos el recubrimiento con Eudragit® S100 permite mantener
inalterada la formulacion durante las 4 primeras horas del ensayo (2hapH 1,1y
2h a pH 6,8) para posteriormente, en el medio con pH 7,4, y en presencia de
enzimas pectinoliticas, liberar el 100% del farmaco en un tiempo maximo de 4
horas, no teniendo incidencia el tipo de pectina utilizada (amidada y de alto y

bajo grado de metoxilacion).(g)

El uso de la pectina era bien valorado como agente gelificante sobre todo en la
industria alimentaria en el 2011 presentaron un estudio que permiti6 la
extraccion, caracterizacion y evaluacion de residuos del mesocarpo de la
“‘naranja” para su posterior uso como excipiente farmacéutico, con esta
investigacion se obtuvo un panorama mas amplio de las pruebas fisicoquimicas
propuestas en la farmacopea para evaluar la pureza de dicho excipiente,
cumpliendo con los pardmetros deseados tanto en los estudios micrométricos y
propiedades de flujo de la pectina en polvo como parametros fisicos de las

tabletas formuladas con pectina del mesocarpo de “naranja”. El trabajo sugiere
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que, con la metodologia anterior, se puede obtener un buen rendimiento
(18.69%) de pectina a partir de los residuos de dicha fruta citrica. Ademas, la
propiedad micromeritica y el comportamiento de flujo de la pectina derivada
refuerzan el hecho de que puede usarse como excipiente para la elaboracion de

productos farmacéuticos.

En general, el trabajo concluye que la pectina derivada de la cascara de naranja
es un candidato potencial para ser utilizado como excipiente en formulaciones
orales tanto como dispersante en liberacion lenta como rapida. s

3.6.9 Métodos de extraccién de la pectina. o
En cuanto a la extraccion de la pectina no se cuenta con un procedimiento
especifico para obtener pectina a partir del mesocarpo de “naranja”. Pues existen

diferentes métodos entre ellos tenemos:

-Precipitacién con Alcohol Isopropilico o Etilico:

Ambos tipos de alcohol presentan la propiedad de precipitar la pectina
directamente de la fuente vegetal. La precipitacién de la pectina con alcohol va
depender de la presencia de electrélitos, peso molecular y del grado de
esterificacion de la pectina. Cuando se utiliza &cido clorhidrico, cloruro de sodio
y cloruro de calcio la pectina precipita completamente aun en soluciones diluidas.
Ventajas del uso de &cido clorhidrico en la precipitacion:

— Es un buen neutralizante y electrolito

— Facilita la floculacion

— Hidroliza facilmente los azlUcares como arabinosa, galactosa y xilosa que
acompana a la pectina.

Ventajas del método de precipitacién con alcohol etilico:

— Puede recuperarse el solvente por medio de destilacidn y utilizarse de nuevo
durante el proceso.

— Este método de extraccion no es complicado.

— Buen rendimiento
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— Bajo costo
— La bibliografia reporta este método como el mas adecuado para la extracciéon

de pectina citrica.

-Precipitacién con Acetona:
Cuando se utiliza cetona en presencia de pectina esta tiende a precipitar. Este
método no es recomendado utilizarlo porque precipita otras materias no pécticas;

aunque el grupo que se forma con cetona es mas firme.

-Precipitacién con Sales Metalicas:

Este método da una buena separacién de pectina de los polisacaridos no
urénicos, el tipo de grado de segregaciéon son diferente a los obtenidos con los
solventes organicos. Pero presenta la desventaja en cuanto al uso de sales
metalica en su posterior removimiento del extracto de pectina, ya que la
presencia de trazas de cobre o aluminio puede tener un efecto indeseable

cuando son utilizados en los productos alimenticios.

-Precipitacién como Pectato de Calcio:

En este método se forma el pectato de calcio que luego es regenerado con un
acido inorganico. Una vez obtenido la solucion de pectina acidulada se ajusta a
un pH alrededor de 4, luego se le adiciona hidréxido de calcio poco a poco hasta
clarificar la muestra, formandose un precipitado en el fondo del recipiente, en el
cual por decantacién se separa. El residuo que ha quedado se filtra y se lava con
etanol acidulado hasta liberar el calcio presente, luego se da otro lavado con

etanol, se prensay Se seca.

3.7 Polivinilpirrolidona as) @y
La polivinilpirrolidona (PVP) es conocida también como: poli (1-vinil-2-

pyrrolidona), povidona o polividona.

La polivinilpirrolidona es un polimero sintético que se obtiene de la

polimerizacion del radical N-vinilpirrolidona, los diferentes grados de
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polimerizacion da lugar a polimeros de diferentes pesos moleculares. Es un
polvo blanco, de flujo libre con olor caracteristico débil y soluble en agua, actla
como un tensoactivo no-idnico, es higroscoépico y de naturaleza amorfa, su peso
promedio molecular se puede expresar de tres formas: el peso, el nimero y la
viscosidad promedio. En general se caracterizan por su viscosidad en solucién
acuosa, relativa al agua, expresada como un valor K que puede estar entre el
rango de 10 a 120.

El PVP fue sintetizado por primera vez por Walter Reppe y patentado en 1939
como uno de los derivados mas interesantes de la quimica del acetileno. El PVP
fue inicialmente utilizado como un expansor del plasma sanguineo en la década
de los 50 y mas tarde en una amplia variedad de aplicaciones en medicina,

farmacia, cosmética y produccion industrial.

Es soluble en cloroformo, metanol, etanol, propilenglicol, trietanolamina y agua
insoluble en ciclohexano, tolueno, parafina liquida y dietiléter. La naturaleza
higroscopica del PVP es importante en muchas aplicaciones y depende de la
humedad relativa del ambiente. Povidonas con un K igual o inferior a 30 son
fabricados por secado por pulverizacién, esto hace que su forma sea como de
esfera, y povidonas con un K mayor o igual a 90 son fabricados en un tambor de

secado y se presentan como placas.

La povidona es utilizada en una variedad de productos farmacéuticos, aunque
se utiliza principalmente en formas sélidas. En tabletas sirve como aglutinante,
aumenta la biodisponibilidad de farmacos, ya que se ha demostrado que mejora
la disolucién de farmacos poco solubles en comprimidos, céapsulas, granulos y
otros.

3.8 Generalidades del almidén
El almidén es un polisacarido de origen vegetal que se almacena en las raices,
tubérculos y semillas de las plantas. Se encuentra el endospermo de todos los

granos. El almidén proviene de diversas fuentes con diferentes estructuras
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cristalinas. Los granos de cereal como maiz, trigo o arroz son fuentes de almidén,
asi como las raices, tubérculos y legumbres, etc. Los granos de almidén o
granulos contienen polimeros de glucosa de cadena larga y son insolubles en
agua. A diferencia de las moléculas pequefias de sal 0 azucar, los polimeros mas

largos de almidon no forman una solucion verdadera.

Los granulos de almidén forman una suspension temporal cuando se agitan en
agua,; estos sin cocer pueden hincharse ligeramente a medida que absorben
agua. Sin embargo, una vez que el almidon se cuece, el hinchamiento es
irreversible. Esta caracteristica de los granulos de almidon permite que el
almidon se use como espesante. Globalmente las caracteristicas de los

almidones estan determinadas por:

-La procedencia del almiddén

-La temperatura de calentamiento

-La concentracion de almidén usada en una formulacion.

-Estas condiciones permiten la produccién de muchos tipos de almidones y en

algunos casos existen almidones modificados.

3.8.1 Composicion quimica de los almidones
El almidén es la forma principal de reservas de carbohidratos en los vegetales,
es una mezcla de dos sustancias: amilosa, un polisacarido esencialmente lineal,
y amilopectina, un polisacérido con una estructura muy ramificada. Las dos
formas de almidén son polimeros de a-D-Glucosa. Los almidones naturales
contienen 10-20% de amilosa y 80-90% de amilopectina. La amilosa forma una
dispersion coloidal en agua caliente, mientras que la amilopectina es

completamente insoluble debido a sus ramificaciones.
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Las moléculas de amilosa consisten tipicamente de 200 a 20,000 unidades de
glucosa que se despliegan en forma de hélice como consecuencia de los angulos

en los enlaces entre las moléculas de glucosa.

La amilopectina se distingue de la amilosa por ser muy ramificada. Cadenas
laterales cortas conteniendo aproximadamente 30 unidades de glucosa, se unen
con enlaces 10—6 cada veinte o treinta unidades de glucosa a lo largo de las
cadenas principales. Las moléculas de amilopectina pueden contener hasta dos
millones de unidades de glucosa. En funcibn de la proporcidn
amilosa/amilopectina asi seran las dos propiedades fundamentales que
presentan: Absorcion y Retencion de agua y Capacidad de formacion de gel. Asi
mismo esta proporcion determinara las propiedades funcionales de los

almidones.

3.8.2 Almidones Modificados ()
Los almidones naturales se pueden modificar quimicamente para producir
cambios fisicos que contribuyan a la estabilidad, apariencia, funcionamiento y
mejoras en los productos que se desarrollan a partir de €l. Estas modificaciones
permiten adecuar las propiedades a la finalidad tecnoldgica que se requiera,
permitiendo la generacién de productos con mejores caracteristicas y de mayor

calidad.

Starch 1500®

Es un almidén de maiz parcialmente pregelatinizado fabricado exclusivamente
para la industria farmacéutica.

El procedimiento de produccion implica una modificacion fisica del almidon que
resulta en los beneficios combinados de la funcionalidad soluble e insoluble.
Starch 1500® imparte propiedades efectivas de desintegracién de tabletas y
ventajosas propiedades de union y granulacion en agua fria. La estructura fisica
de Starch 1500® también imparte buenas propiedades de compactibilidad, flujo

y lubricacion.
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El almidon de maiz se compone de dos polimeros, amilosa y amilopectina, que
estan estrechamente unidos en una determinada estructura esferocristalina. A
través de un proceso de pregelatinizacion parcial que es exclusivo de Colorcon,
el enlace entre las partes de los dos polimeros se rompe, lo que proporciona a

Starch 1500® un equilibrio funcional efectivo y propiedades extraordinarias.

La amilosa tiene una estructura molecular de cadena lineal, que exhibe una union
intermolecular muy fuerte. La amilosa se hincha significativamente cuando se
moja, dandole excelentes caracteristicas de desintegracion. La amilopectina
tiene una cadena ramificada molecular. Estructura, que lo hace soluble en agua

fria. La amilopectina funciona como un aglutinante en la granulacion humeda.

Ventajas del uso de Starch 1500® en la formulacién de productos

farmacéuticos g

-Un desintegrante efectivo y econémico en compresion directa: el Starch 1500®
reemplaza los rellenos probleméticos y proporciona una accion desintegrante tan
eficazmente como los suUper desintegrantes, lo que reduce los costos de

fabricacion.

-Excelente estabilidad para drogas sensibles a la humedad: las propiedades de
Starch 1500® lo convierten en un excelente diluyente para mejorar la estabilidad
de los medicamentos sensibles a la humedad. Starch 1500® inhibe la actividad
del agua dentro de la formulacién y retrasa la interaccién con el principio activo

sensible a la humedad.

-Mejora la consistencia y uniformidad del contenido de las formulaciones.
-Brinda flexibilidad en el proceso de granulacion: en aplicaciones de granulacion
hameda, Starch 1500® presenta una doble funcionalidad como aglutinante y

desintegrante.
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3.9 Modelos para evaluar la cinética de liberacion de los farmacos. @2az)es)
Conocer la forma en la que se liberan los principios activos es crucial para el
desarrollo de nuevas formas farmacéuticas; sin embargo, es un fenémeno
complejo que depende de muchos factores: estructura quimica, cantidad de
farmaco, solubilidad, tamafio del farmaco, condiciones del medio de liberacion,
entre otras.

Tratar de modelar la liberacion del farmaco es complicado, por ello en las dltimas
décadas se ha hecho un esfuerzo importante por intentar comprender los
modelos y mecanismos de liberacion, desarrollando numerosas ecuaciones;
pese a todo el trabajo realizado la informacién para conocer los factores reales
qgue controlan la liberacion de los farmacos no es del todo contundente, en la

Tabla N° 4 se muestran algunos de los modelos propuestos para explicar el

proceso de liberacion en diversas formas farmacéuticas.

Tabla N° 4. Modelos de Cinética de liberacion de farmacos

MODELOS MATEMATICOS

Tipo de Caracteristica Aplicaciones
mecanismo
Orden Cero La velocidad de disolucion es | Sistemas de liberacion
constante e independiente de la | modificada tipo  osmético

cantidad de farmaco disuelto.

reservorio y matriciales.

Primer Orden

La velocidad de disolucion es
proporcional a la primera potencia de
la concentracion de farmaco disuelto.

Sistemas de liberacion
prolongada, farmacos solubles
en matrices insolubles de
distintas geometrias.

Modelo Hixson-
Crowell o de la
Raiz Cubica

Este modelo asume que la forma del
solido es esférica, que la disolucién
ocurre de manera perpendicular a la
superficie del soélido, y que debe
haber agitacion del medio.

Formas geométricas que se
mantienen constantes, con
una ligera disminucion de la
superficie.

Raiz Cuadrada o | Este se puede aplicar a matrices | Pomadas
Higuchi porosas donde el medio de disolucion | Matrices homogéneas vy
debe entrar a través de los poros. granulares
Matrices porosas
Ley de Potenciao | Es un modelo semiempirico que | Diversas matrices con

Modelo de Peppas

surge cuando los modelos anteriores
no terminan de explicar el
comportamiento de liberacion

diferentes exponentes de
liberacion (n).

Matrices con poros (n<0.5).
Matrices poliméricas
hinchables (n=1)
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4.0DISENO METODOLOGICO

4.1Tipo de estudio

-Exploratorio: ya que esta investigacion se llevd a cabo con el fin de
proporcionar informacién fundamental y efectiva en investigaciones futuras, por
consiguiente, los resultados obtenidos en la investigacion podran ser de utilidad
en nuevas investigaciones de sistemas matriciales para liberacion modificada

de farmacos a través del buen uso de polimeros naturales como la pectina.

-Experimental: en la investigacion se extrajo pectina citrica y se efectuaron
las respectivas pruebas de control de calidad de la misma, verificando si puede
utilizarse como componente de sistemas matriciales para liberacion retardada
de Riboflavina; esta parte practica, se realizd en las instalaciones del
Laboratorio de investigacion en Productos Naturales y en el Laboratorio de
Control de calidad de productos farmacéuticos de la Facultad de Quimica y

Farmacia de la Universidad de El Salvador.

- Prospectivo: se plantea como un antecedente para investigaciones futuras
por que los resultados obtenidos en la investigacion seran de utilidad para
nuevos estudios de sistemas matriciales para liberacibn modificada de

farmacos a través del buen uso de recursos naturales como la pectina.

4.2 Investigacion bibliogréfica
Se realizaron consultas en libros y publicaciones de revistas cientificas en las

siguientes bibliotecas:

- “Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

- Central de la Universidad de El Salvador (UES).

- Universidad Alberto Masferrer (USAM)



61

4.3 Investigacion de campo

Se realizaron dos viajes de campo hacia la Finca la llusién ubicada en El canton
Santa Rita Almendro, en el Municipio de Santiago Nonualco, departamento de
la Paz. Durante el primer viaje se observo el habitat del arbol Citrus aurantium,
obteniéndose una muestra completa de la especie vegetal que fue llevada a la
curadora del Herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador (MUHNES)
para su identificacion y la asignacion del nimero de voucher (Ver Anexo N°3),
de esta manera establecer reproducibilidad si se desea continuar con el
estudio. Una vez identificada, se realizé el segundo viaje para recolectar 50
“Naranjas” de la variedad Citrus aurantium. Se seleccionaron aleatoriamente
las muestras, con ayuda de un recolector (persona reconocida en la zona por
desempenfar esa labor). Las muestras recolectadas presentaron las siguientes
caracteristicas: frutas, con buen grado de maduracion, recién cortadas, textura
firme, color uniforme y sin signos de deterioro. Posteriormente fueron
trasladadas a las instalaciones de los Laboratorios de Investigacion en

Productos Naturales de la Universidad de El Salvador, para su proceso.
Universo: sistemas de liberacion retardada.

Muestra: matrices con diferentes concentraciones de Starch 1500, pectina
(extraida en el laboratorio y comercial) y manteniendo las mismas
concentraciones de polivinilpirrolidona y Riboflavina (20 mg), haciendo un total
de 4 matrices de las cuales 3 contendran pectina extraida en el laboratorio (1
A, 2 Ay 3A)y 1lde pectina comercial (2 B).

4.4 Parte experimental

Ver preparacion de reactivos en anexo N°4.
Ver equipos y materiales en anexo N°5.

Se llevd a cabo en las instalaciones de los Laboratorios de Investigacion en

Productos Naturales y Control de Calidad de productos farmacéuticos de la
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Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador, de septiembre
de 2019 a febrero de 2020, el desarrollo experimental se detalla a continuacion:

4.4.1 Procedimiento general para extraccion de pectina

Ver procedimiento general para la extraccién de pectina en anexo N°6.
Recepcion de Materia Prima para extraccion de pectina.

Se colectaron aproximadamente 50 “Naranjas" de la clase de Citrus aurantium,
de la Finca la llusién ubicada en El cantdén Santa Rita Almendro, en el Municipio
de Santiago Nonualco, departamento de La Paz. Las frutas a colectar deben
tener las siguientes caracteristicas: buen grado de maduracion, recién
cortadas, textura firme, color uniforme y sin signos de deterioro. Una vez
recolectada la muestra de acuerdo a los criterios establecidos, se llevo en un
recipiente adecuado el cual permitié el traslado a las instalaciones de los
Laboratorios de Investigacion en Productos Naturales de la Universidad de El

Salvador, para su tratamiento.

Una vez las muestras se llevaron al laboratorio se realizd0 el siguiente

tratamiento que consiste en:
Tratamiento previo sy

1. Limpiezadel fruto: Lavar las naranjas con suficiente agua y jabon.

2. Pelado: Pelar las naranjas procurando solamente remover el flavedo,
intentando mantener intacto mesocarpo.

3. Extraccion del jugo: Exprimir las naranjas con cuidado para extraer la
mayor cantidad de jugo posible

4. Molienda: Cortar en trozos pequefios el mesocarpo y proceder a la

molienda.

Extraccion de la pectina (Ver anexo N° 7)
Hidrdlisis:
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-Pesar 25 g de material vegetal

-Afadir un litro de agua y agregar de 6 a 8 mL de &cido clorhidrico al 37%
-Determinar el pH con ayuda de un pHmetro hasta obtener un valor igual a
pH1.5

-Calentar esta solucion a 60°C durante 60 minutos con agitacién constante y
mantener el pH y la temperatura constantes durante todo el proceso.

-Luego de transcurrido los 60 minutos de la hidrélisis colocar inmediatamente
el recipiente con la solucién en un ultrasonido y ultrasonificar por 30 minutos.
Centrifugacion:

Transferir la solucién resultante de la hidrdlisis a tubos falcon para centrifugar
a 1000 rpm durante 10 minutos.

Separacion del liquido sobrenadante:

Decantar el liqguido sobrenadante y colocar en un vaso de precipitado de 1000
mL y enfriar a temperatura de 15°C.

Precipitacion:

-A la solucién péctica agregar etanol al 95% para precipitar la pectina (usar un
volumen del 60% de etanol con respecto a la solucion obtenida en el proceso
de hidrdlisis).

-Dejar en reposo por una hora.

Centrifugacion:

Transferir la solucion precipitada a tubos falcon y centrifugar a 1000 rpm
durante 10 min.

Filtrado:

-Filtrar el liquido sobrenadante contenido en los tubos falcon con ayuda de un
colador cubierto con gazas.

-Lavar el precipitado de pectina con 15 mL de etanol 95% previamente enfriado
a 15°C.

Secado y trituracion:

-Secar la pectina humeda en horno a 40 °C, durante 24 horas.
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-La masa solida obtenida se tritura mediante un mortero hasta un tamafo
aproximado de 3 mm.

El rendimiento tedrico varia entre 24.37% y 26.67%. 13

4.4.2 Determinacién de la calidad fisicoquimica: de la pectina
extraida del mesocarpo de la “naranja” Citrus aurantiumy ala
pectina comercial.

Se caracterizo la pectina obtenida de la extraccion y a la vez pectina comercial
para determinar su calidad de acuerdo a lo que establece la Farmacopea de
los Estados Unidos de América USP37 / NF32

Determinaciones que se realizaron a la pectina (extraida y comercial):
a. Identificacion

b. Ensayo de grupo metoxilo

c. Ensayo para acido galacturénico.

d. Pérdida por secado

a. ldentificacion. g

1. Calentar 1 gramo de muestra con 9 mL de agua en un bafio de vapor,
reponiendo el agua pérdida en la evaporacion, hasta que se forme una
solucion: se forma un gel firme al enfriarse.

2. Alasolucion anterior se le adiciona 10 mL de alcohol hasta que se forma
un precipitado gelatinoso traslucido.

3. A5 mL de una solucion de pectina, se le agrega 1 mL de Hidroxido de
Sodio 2 N y dejar reposar por 15 minutos, se forma un gel.

4. Al gel obtenido en el literal 3, acidificar con acido clorhidrico 3 N y
mezclar, se formara un precipitado gelatinoso voluminoso e incoloro, que
por ebullicion se torna blanco y floculento, indicando presencia de acido
péctico. (Ver Anexo N° 8)
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b. Valoracion de grupos metoxilo. gy

1.

Colocar 5.0 g de pectina en un vaso de precipitado de 200 mL y agitar
durante 10 minutos con una mezcla de 5 mL de &cido clorhidrico y 100
mL de alcohol al 60 % (v/v), filtrar.

Lavar con 6 porciones de 15 mL de una mezcla de acido clorhidrico y
alcohol al 60 % hasta que el gel filtrado esté libre de cloruros.

Lavar con 20 mL de alcohol y secar por una hora a 105 °C, enfriar y
pesar.

Transferir exactamente una décima parte del peso neto de la muestra
seca (que representa 500 miligramos de la muestra original sin lavar) a
un erlenmeyer de 250 mL y humedecer con 2 mL de alcohol.

Agregar 100 mL de agua libre de biéxido de carbono, tapar y agitar hasta
gue la pectina esté completamente disuelta.

Agregar 5 gotas de fenolftaleina y titular con una solucién de NaOH 0.1N
VS, anotar el valor como valoracion inicial.

Agregar exactamente 20 mL de NaOH 0.5 N VS. Tapar, agitar
vigorosamente y dejar reposar por 15 minutos.

Agregar exactamente 20 mL de HCL 0.5 N VS y agitar hasta que
desaparezca el color rosado.

Agregar 3 gotas de fenolftaleina TS y valorar con soluciéon de NaOH 0.1N
VS, hasta obtener una coloracion rosada débil que persista después de

agitar fuertemente la mezcla.

10. Anotar el dato obtenido como valor de saponificacion. (Ver anexo N° 9)

Nota:

Cada mL de NaOH 0.1 N VS consumido, es equivalente a 3.10 miligramos de

grupos metoxilos (-OCHs), en muestra tomada.

c. Valoracién de acido galacturdnico. g
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Cada mL de solucién de NaOH 0.1 N VS consumido en la valoracion total

(valoracion inicial + valoracién de saponificacion en los grupos metoxilicos) es

equivalente 19.41 mg. de acido galacturénico (CeH1007).

d. Pérdida por secado. yg

1. Tarar una capsula de porcelana a 105°C por 30 minutos en una estufa,

dejar enfriar en un desecador por aproximadamente por 15 minutos.

Pesar la capsula vacia, anotar su peso

Pesar de 1 a 2 gramos de muestra en la capsula de porcelana.

4. Colocar inmediatamente la capsula de nuevo en la estufa y secar la

muestra a 105°C por 3 horas.

5. Transcurrido el tiempo de secado transferir la capsula con la muestra a

un desecador y pesar la capsula con la muestra seca

6. Anotar el peso. (Ver anexo N° 10)

Nota: La muestra no debe perder mas de 10% de su peso.

4.4.3 Formulacion de las matrices

Consiste en la formulacion cualitativa y cuantitativa de las matrices. A

continuacion, se presentan los excipientes y principio activo con su respectiva

funcioén.

Tabla N° 5. Funciones de los componentes de la matriz.

Componente

Funcion

Riboflavina

Principio activo

Polivinilpirrolidona
(PVP K 30)

Aglutinante, cumple esta funcidn al adicionarse a la mezcla de polvos
seca y por adicion de agua permite la aglutinacion de la matriz.

Starch 1500

Desintegrante, diluyente y auxiliar de relleno

Pectina

Agente gelificante pH dependiente, forma hidrogeles que permita la
liberacion colonica del principio activo.
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En la formulacién se variaron las concentraciones de Starch 1500 de forma que
sirva como auxiliar de relleno para compensar las diferentes variaciones en las
concentraciones de pectina, de tal manera que todas las capsulas posean el

mismo peso (250 mg).

Disefio de las diferentes matrices para el estudio.

Se elaboraron 2 tipos de matrices con una concentracion constante de
polivinilpirrolidona y Riboflavina, pero con diferentes concentraciones de Starch
1500® y de pectina en cada matriz.

4.4.3.1 Disefio cualitativo de los componentes de las matrices.

Se realizaron 2 tipos de matrices: una conformada por pectina comercial la cual
fue comprada a un proveedor y la otra fue extraida en el laboratorio a partir del
mesocarpo de la “naranja”; las cuales se codifican como Matriz A y Matriz B:

MATRIZ A: Matriz elaborada con pectina extraida del mesocarpo de la

“naranja”.
MATRIZ B: Matriz elaborada con pectina comercial.

La evaluacion de las matrices se llevé a cabo en dos experimentos los cuales

se desarrollaron de la siguiente forma:
Experimento Inicial:

En este ensayo se elaboré la matriz A, conteniendo la pectina en 3
concentraciones diferentes (1A= 60%,2A=41% y 3A=22% de pectina extraida),
estas matrices se evaluaron por el método de disolucion y mediante el analisis
de varianza ANOVA para determinar cual de ellas presentaba las mejores
caracteristicas para ser utilizada como posible excipiente en la liberacion
retarda de farmacos, la matriz que resultara mejor evaluada en las pruebas de

disolucion fue utilizada en la comparacion del experimento final.
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Experimento Final:

Este ensayo permiti6 comparar el desempefio de la matriz que presento
mejores caracteristicas en el experimento inicial contra una matriz elaborada
con las mismas concentraciones en sus componentes pero sustituyendo

Gnicamente el tipo de pectina ya que esta sera de origen comercial.

En la formulacion de las matrices se tomaron en cuenta las siguientes materias

primas variando los porcentajes dentro de la formulacion.

Tabla N° 6. Componentes de las matrices (cualitativamente)

Componentes
Matriz A Matriz B
Starch 1500® Starch 1500®
Polivinilpirrolidona Polivinilpirrolidona
Pectina citrica del Citrus aurantium Pectina comercial
Riboflavina Riboflavina

4.4.3.2 Disefio cuantitativo de los componentes de las matrices.

Cuantitativamente las matrices se elaboraron con 3 concentraciones diferentes
(1A= 60%,2A=41% y 3A=22% de pectina) y Starch 1500®, las cuales fueron
codificadas de la siguiente manera 1A, 2A y 3A, para evaluar qué proporcion
presentaba las mejores caracteristicas en la liberacion del farmaco y poder
compararla con una matriz elaborada de pectina comercial (Matriz B) en la
misma proporcion que la matriz A; a continuacion se presenta la composicion
cuantitativa de las matrices A si se deseaba que cada matriz tuviera un peso
total de 250.0 mg:

Matrices elaboradas para el experimento inicial:




Tabla N° 7. Composicion de las matrices para el experimento inicial
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(Cuantitativamente)
Matriz 1 A Matriz 2 A Matriz 3 A
Componentes | Cantidad de % Cantidad de % Cantidad de %
mg/capsula mg/capsula mg/capsula
Riboflavina 20 mg 8 20 mg 8 20 mg 8
PVP 25 mg 10 25 mg 10 25 mg 10
Starch 1500® 55 mg 22 102.5 mg 41 150 mg 60
Pectina
extraida 150 mg 60 102.5 mg 41 55 mg 22
Total 250 mg 100 250 mg 100 250 mg 100
Destacando:

Matriz 1 A: contiene 60% de pectina extraida.
Matriz 2 A: contiene 41% de pectina extraida.
Matriz 3 A: contiene 22% de pectina extraida.
Matrices elaboradas para el experimento final:

Para elaborar las matrices a evaluar en esta parte de la investigacion, se partio
de los resultados obtenidos en el experimento inicial, debido a que la matriz
elaborada fue la matriz que presentdé mejor desempefio luego de realizar el
analisis estadistico del experimento inicial, obteniéndose que la matriz2 Ay 2

B serian las matrices a comparar las cuales presentan la siguiente composicion:
Destacando:

Matriz 2 A: contiene 41% de pectina extraida.

Matriz 2 B: contiene 41% de pectina comercial.

Tabla N° 8. Composicion de las matrices para el experimento final

(Cuantitativamente)
Matriz 2 A Matriz 2 B
Componentes Cantidad de o Cantidad de %
mg/cépsula 0 mg/capsula 0
Riboflavina 20 8 20 8
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Tabla N° 8. Continuacion.

PVP 25 10 25 10

Starch 1500® 102.5 41 102.5 41

Pectina ext_ralda/ 102.5 41 102.5 41
comercial

4.4.4 Elaboracién de las matrices e incorporacion del principio
activo.
Se elaboraron 4 tipos de matrices de las cuales 3 fueron elaboradas con pectina
extraida (Matriz 1A, 2A y 3A) y 1 matriz elaborada con pectina comercial (Matriz
2B).

Procedimiento para la elaboracion de las matrices:

4.4.4.1 Eleccion de la forma farmacéutica para la realizacion de los
ensayos de liberacion g ¢

Se eligié la forma farmacéutica que se utilizé6 de acuerdo a las propiedades
fisicoguimicas de las matrices a evaluar, las cuales pueden ser utilizarlas tanto
en la elaboracién de tabletas (comprimidos) o en capsulas; para este estudio
se utilizé la forma farmacéutica de una capsula debido a que poseen una
composicibn mas sencilla y no es necesario la incorporacién de mas
excipientes como lo es en los comprimidos, ademas se omite el proceso de
compresion. Al encapsular las diferentes matrices fue posible evaluar la
liberacion de la Riboflavina (principio activo) utilizando el método de disolucion

con 3 diferentes medios.

4.4.4.2 Procedimiento para determinar el tamafio de capsula a
utilizar.
Para determinar el tamafio de capsula que se utilizé en la investigacion, se

elaboraron 12 gramos de cada matriz por separado llevandose a cabo los

siguientes pasos:
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1. Pesar cada uno de los componentes por separado de las matrices
teniendo en cuenta que se realiza un total de 12 gramos de cada matriz
y elaborar las matrices.
Pesar 10 gramos de la matriz elaborada.

3. Utilizar una probeta de 25 mL y colocar en ella los 10 gramos de matriz
pesada previamente.
Medir el volumen ocupado por la matriz y anotar el resultado obtenido.

5. Compactar el contenido de la probeta con leves golpes verticales sobre
una superficie plana, realizar el movimiento durante 1 minuto teniendo
los cuidados pertinentes.

6. Medir el volumen compactado que ocupa la matriz en la probeta y anotar
el resultado obtenido.

7. Calcular la densidad aparente y compactada de cada una de las matrices

masa

utilizando la siguiente ecuacion: densidad aparente =
volumen aparente

8. Con la densidad aparente y compactada calcular el volumen aparente y
compactado.

9. Calcular el numero de capsula a utilizar para la matriz (Ver anexo N° 11
y 12), si el peso deseado de cada una sera de 250 mg (tener en cuenta
la densidad aparente obtenida e identificar cada materia prima con su
respectiva etiqueta ver anexo N°13).

10. Pesar la capsula vacia y anotar el resultado.
4.4.4.3 Elaboracion de las matrices e incorporacion de la Riboflavina.

1. Pesar cada uno de los componentes de la matriz por separado en una
balanza analitica e identificar cada materia prima con su respectiva
etiqueta (ver anexo N°13).

2. Incorporar cada uno de los componentes de la matriz a un mezclador de
polvos adicionando los componentes del menor al de mayor porcentaje

en la formulacion.
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Incorporar la mezcla de polvos con movimientos rotatorios durante 5
minutos o hasta que se encuentre homogénea.
Transferir la mezcla de polvos a un beaker de 250 mL y seguidamente
adicionar 5 mL de agua desmineralizada mezclando con agitacion
mecanica con la ayuda de un agitador de vidrio hasta que la mezcla sea
homogénea.
Note: se adiciona agua para favorecer la accién aglutinante del PVP de
manera que al agregarse permita la aglutinacion de la matriz.
Transferir la mezcla a un vidrio reloj previamente pesado esparciendo
uniformemente en la superficie.
Trasladar el vidrio reloj con la matriz a una estufa y secar por 24 horas a
50°C.
Fraccionar la matriz seca con ayuda de mortero y pistilo y transferir a un
beaker de 50 mL.
Colocar la matriz seca en un desecador y pesar hasta obtener un peso
constante.
Tamizar la matriz seca en un tamiz numero de Mesh # 50 y recibir en un
vidrio reloj de tamafio adecuado.
Seleccionar el nimero de capsula a utilizar (ver: Procedimiento para la
eleccion del tamafio de capsula)
Rellenar las cdpsulas con 250 mg del polvo de la matriz.
Pesar cada capsula por separado verificando que el peso sea el
adecuado. (Ver procedimiento general para la elaboracion de las
matrices en anexo N°14)

Nota: Repetir el procedimiento para las diferentes matrices a elaborar,

tomando en cuenta las variaciones en los porcentajes de los componentes

de cada matriz.



73

4.4.5 Estudio in vitro de la liberacion de la Riboflavina
Para determinar la cantidad de Riboflavina que se liber6 a partir de las matrices
se realiz6 una curva de calibracién con un estandar de trabajo de Riboflavina

cuya pureza rotulaba de 91.64%.
Compensacion del estandar de trabajo:
Datos:

Cantidad empleada: 10.0 mg

Pureza del estandar de trabajo: 91.64%

10.0mMg..cceevinennnnnne. 91.64%
X 100.0%
X=10.91 mg

4.45.1 Preparacion de la curva de calibracién del estandar de
Riboflavina.
La curva de calibracién del estandar de referencia estara formada por las
siguientes concentraciones (2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 25.0) pg/mL, para las cuales
se partird de una solucion patron de concentracién conocida (100ug/mL) (Ver
Anexo N° 15)

1. Pesar con exactitud 10.00 mg de Estandar de Referencia de Riboflavina
(tomando en cuenta la pureza).

2. Transferir a un balon volumétrico de 100.00 mL.

3. Adicionar 50 mL del medio de disolucion, agitar hasta disolver el
Estandar de Riboflavina (de ser necesario colocar en un ultrasonido por
5 minutos).
Llevar a aforo con el medio de disolucion.

5. A partir de la solucion patron se tomaran alicuotas de 5, 1, 2y 2.5 mL

para obtener las concentraciones mencionadas anteriormente.
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4.4.5.2 Preparacion de las muestras

1. Colocar cada matriz (capsula) en el equipo disolutor con 900 mL del
medio de disolucion.

2. Programar el Aparato Disolutor de la siguiente manera: aparato 2, 50
rpm, por 45 min.

3. Extraer 10 mL la muestra de cada uno de los vasos del Disolutor luego
de concluido el tiempo.

4. Filtrar cada una de ellas y tapar con papel aluminio cada muestra. ( Ver
Anexo N°16)

Nota: Repetir este procedimiento para cada una de las soluciones filtradas

anteriormente, la concentracion a obtener sera 22.22 pg/mL
4.4.5.3 Procedimiento para realizar las disoluciones

Para determinar la cantidad de Riboflavina que se libera de cada matriz se
utilizara el método de disolucién descrito en la Farmacopea de los Estados

Unidos.

Se tomo en cuenta los valores de pH que describe la literatura la cual indica
que para evaluar las formas farmacéuticas de liberacién modificada los pH de
los medios de disolucién deben oscilan entre valores de 1.2 a 7.5. 26)28)

A partir de esto las disoluciones se llevaron a cabo en 3 medios, los cuales
permitieron evaluar el comportamiento de las matrices en diferentes

condiciones de pH, lo medios utilizados fueron:

-Solucién de &cido clorhidrico pH 1.2
-Agua destilada pH 6.2
-Buffer fosfato pH 7.6
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4.4.5.4 Disoluciones realizadas en el Experimento Inicial

Se prepard cada medio por separado, realizandose dos disoluciones con cada
medio obteniéndose 6 disoluciones en total de las cuales se obtuvieron 3 datos
de cada matriz en cada medio, este ensayo se realizo con el objetivo de obtener
resultados que al someterse al andlisis estadistico de ANOVA, Test de Tukey
y Diagrama de cajas se determiné cual de las 3 matrices (1A,2A y 3A) cumplia
con las caracteristicas similares a un sistema de liberacién retardada y que
posteriormente fue comparada con una matriz elaborada con pectina comercial
bajo las mismas concentraciones que las elegida en este experimento. Las

matrices fueron distribuidas de la siguiente forma:

MEDIO DE DISOLUCION: pH 7.6

VASO #1: VASO #2: VASO #3: VASO #4: VASO #5: VASO #6:
MATRIZ 1A| | MATRIZ1A| |MATRIZ1A| |MATRIZ2A| |MATRIZ2A| |MATRIZ 2A

Figura N° 11. Distribucién de matrices a pH 7.6.

Nota: para las matrices 3A y las disoluciones cuyos medios son pH 6.2y pH 1.2

se siguio la misma distribucion.
4.4.5.5 Diluciones realizadas en el Experimento Final:

En este experimento se evaluaron las matrices 2A 'y 2B. Se preparé cada medio
por separado, realizandose una disolucion con cada medio obteniéndose 3
disoluciones en total, de las cuales se obtuvieron 3 datos de cada matriz en
cada medio, este experimento se realizé con el fin de determinar cual de las
matrices poseia las mejores caracteristicas para ser utilizada como posible

sistema de liberacion retardada.

Las matrices fueron distribuidas de la siguiente forma:
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MEDIO DE DISOLUCION: pH 7.6

I T T | | |
VASO #1: VASO #2: VASO #3: VASO #4: VASO #5: VASO #6:

MATRIZ 2A| | MATRIZ 2A| |MATRIZ2A| MATRIZ 2B MATRIZ 2B MATRIZ 2B

Figura N° 12. Distribucién de las matrices en la disolucién de pH 7.6.

Nota: para las disoluciones de los medios de pH 6.2 y pH 1.2 se siguio la misma
distribucion.
4.4.5.6 Procedimiento para la medicion de las absorbancias en el
espectrofotometro UV-vis.
1. Encender y programar el espectrofotémetro UV-Vis a 444 nm.
2. Colocar las soluciones de la curva patron en cada una de las celdas del
equipo.
3. Medir patrones de la curva del estandar (Verificando que el coeficiente
de correlacion sea cercano a 1)
4. Ir a cuantificacion en el equipo y colocarlas soluciones de las muestras
en las celdas.
5. Seleccionar medir muestra.

6. Anotar las absorbancias.

4.4.6 Determinacion de la cinética de liberacion de la Riboflavina.
Para determinar la cinética que explica mejor la disolucion de la matriz que
contiene la Riboflavina, los parametros utilizados con mayor frecuencia se
pueden clasificar en:
a) Parametros puntuales empiricos.
b) Parametros funcionales.

c¢) Parametros no funcionales: modelo independiente de la cinética del proceso.
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Se utiliz6 los parametros funcionales que posibilitan una descripcion mas
exacta y completa del curso evolutivo de un proceso de disolucién: lo que se
traduce a que los datos experimentales se ajustan a modelos matematicos. Por
lo que la estimacioén de estos parametros requiere disponer de una funcién que
describa con suficiente fiabilidad la cantidad de farmaco disuelto en cualquier
momento (tiempo) de la experiencia. En este experimento se desarrollaron los

modelos con base fisicoquimica: modelos de orden cero, orden uno y dos.

En los estudios de la velocidad de disolucién el tratamiento de los datos
experimentales se realizaron a partir de una tabla experimental de cantidad de

activo disuelta acumulada en funcién del tiempo.

Con base a lo anterior se determing la cinética de liberacion de la Riboflavina a
partir de las concentraciones obtenidas en muestras de las matrices (2A 'y 2B)
tomadas en diferentes intervalos de tiempo y leidas en un espectrofotometro
para la obtencion de las absorbancias, las muestras fueron tomadas de la
prueba de disolucién de la cual el medio que se utiliz6 fue Buffer fosfato pH 7.6,
ya que el pH gastrointestinal tiende a ser basico y es aqui donde se deseaba

se liberara el principio activo. (Ver Anexo N°17)

Se demuestra que la cinética de liberacion a partir de los modelos propuestos

para explicar el proceso de liberacion de la Riboflavina en diversas matrices.
Para determinar la cinética de liberacién se grafico lo siguiente:

Tabla N° 9. Modelos para cinética de orden de reaccion.

Orden de reacciéon Orden O Orden 1 Orden 2

Gréfico [ Jvst In[ Jvst UIn Jvst

Donde:

[ ]= Concentracion en mg/ mL de riboflavina de la muestra

In = Logaritmo natural
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t = tiempo en minutos

Unicamente se mediran las absorbancias a los 5, 15, 25, 35 y 45 minutos para
de las matrices 2A y 2B para determinar la cinética de liberacién de la
Riboflavina. Para las demas disoluciones las lecturas de las absorbancias seran

Gnicamente a los 45 minutos. Esta prueba se realizara por triplicado.

Luego de graficar los resultados se determinara el orden de reaccion con base
a la linealidad que presente la relacion entre la concentracién de Riboflavina
liberada con respecto del tiempo representado el coeficiente de correlacion (R?)

cercano a uno.
4.5 Método estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 a través de un
Disefo de experimentos Multifactorial (ANOVA) por medio, software estadistico
R (Dark and Stormy nigth) versién 3.6 con el fin de determinar si los diferentes
factores evaluados tienen significancia sobre la cantidad de Riboflavina liberada
por las matrices. Debido a que eran muchas variables en estudio se evallo la
liberacion del principio activo en dos partes realizandose para ello un
experimento inicial con 2 factores en andlisis y un experimento denominado

como final que también presentaba dos factores diferentes.
Para realizar los analisis se tomaron como factores los siguientes parametros:
Experimento Inicial:

FACTOR 1: Los 3 diferentes pH de los medios en los que se evallan las

diferentes matrices.

FACTOR 2: Concentracién de Starch 1500® y Pectina que tendra 3 niveles que

corresponden a las diferentes concentraciones.
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Tabla N° 10. Factores a evaluar en el estudio de Liberacion de Riboflavina
(Experimento inicial).

FACTORES Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Factor 1: pH Solucién de &cido Agua destilada pH 6.2 Buffer fosfato pH
clorhidrico pH 1.2 7.6
Factor 2: Matriz 1 A Matriz 2 A Matriz 3 A
Pectina extraida | Contiene 60% de pectina Contiene 41% de Contiene 22% de
y Starch 1500 extraida. pectina extraida. pectina extraida.

Experimento Final:
FACTOR 1: Los diferentes pH de los medios en los que se evallan las

diferentes matrices el cual se divide en 3 niveles.

FACTOR 2: Tipo de Pectina que tendra 2 niveles que corresponden a la pectina

comercial y pectina extraida.

Tabla N° 11. Factores a evaluar en el estudio de Liberacion de Riboflavina
(Experimento final).

Factores Niveles
1° pH: solucién de acido clorhidrico pH 1.2
Factor 1: 2° pH: agua destilada pH 6.2
pH 3° pH: buffer fosfato pH 7.6
Factor 2: Extraida
Tipo de pectina Comercial

Estos 2 factores se tomaron como variables independientes, siendo la variable
dependiente las cantidades de principio activo liberadas, puesto que la cantidad
de activo liberada depende de las condiciones de los factores antes

mencionados.

Posterior a la toma de muestra y recoleccion de resultados se utilizara el
programa Excel para la digitacion y codificacion de los datos en columnas con

esto se realizara el andlisis en el software estadistico R (Dark and Stormy nigth)
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version 3, con el fin de obtener los valores de F critico y el P valor con estos se

podran evaluar los resultados obtenidos para emitir las conclusiones.

Planteamiento de las hipotesis a comprobar:

1.

HO:

El tipo de pectina y la concentracion de Starch 1500 no influyen
significativamente en la liberacion de la Riboflavina.

H1:

El tipo de pectina y la concentracion de Starch 1500 si influyen

significativamente en la liberacién de la Riboflavina.

HO:
El pH no influye significativamente en la liberacion de la Riboflavina.
H1:

El pH si influyen significativamente en la liberacion de la Riboflavina.

HO:

El tipo de pectina, la concentracién de Starch 1500 y el pH no influyen
significativamente en la liberacién de la Riboflavina.

H1:

El tipo de pectina, la concentracion de Starch 1500 y el pH si influyen

significativamente en la liberacién de la Riboflavina.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se realizaron dos viajes de campo hacia la Finca la llusion ubicada en El cantén
Santa Rita Almendro, en el Municipio de Santiago Nonualco, departamento de la

Paz.
Identificaciéon botanica;:

Durante el primer viaje se observo el habitat del arbol Citrus aurantium y se
recolecté una muestra completa, la que fue llevada a Licenciada Jenny Menjivar
curadora del Herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador (MUHNES)
para su respectiva identificacion botanica y asignacion de un nimero de Voucher
(Ver anexo N° 3).

Recoleccién de muestra:

Con la muestra ya identificada, se realizé el segundo viaje para recolectar 50
“Naranjas” de la variedad Citrus aurantium. Se seleccionaron aleatoriamente las
muestras, con ayuda de un recolector (persona reconocida en la zona por
desempeiar esa labor). Se recolectaron las muestras tomando en cuenta las
siguientes caracteristicas: frutas, con buen grado de maduracion, recién
cortadas, textura firme, color uniforme y sin signos de deterioro. Posteriormente
fueron llevadas a las instalaciones de los Laboratorios de Investigacion en

Productos naturales de la universidad de El Salvador, para su proceso.

5.1 Extraccion de pectina del mesocarpo de “Citrus aurantium”

Obtencién de pectinay calculo del rendimiento:

Para cada extraccion se utilizaron 25 g de material vegetal seco el proceso de la
extraccion de la pectina citrica se llevo a cabo por el método de hidrdlisis acida
utilizando &cido clorhidrico hasta un pH de 1.5, controlando la temperatura a
60°C y el tiempo 60 min; el procedimiento que se siguioé fue el descrito en el

marco metodoldgico.
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Célculo de rendimiento:2s)(s)

% de rendimiento =Peso de pectina extraida/ Peso pectina comercial) x 100%
Sustituyendo datos:

% de rendimiento: (3.0058g / 25.00g) X 100%=12.0232%

Los valores de rendimiento de 6 extracciones realizadas utilizando 25.00 g de

material vegetal para cada una se exponen en la Tabla N°12.

Tabla N° 12. Rendimientos obtenidos y condiciones de extraccién de pectina a
partir del mesocarpo de Citrus aurantium.

Parametros Extracciones Material vegetal Pectina Rendimiento
(T,pHY1 seco (g) extraida (g) (% p/p)
1 25.0 3.0058 12.0232
2 25.0 3.8012 15.2048
T=60 °C
3 25.0 3.2864 13.1456
pH=1.5
4 25.0 3.0547 12.2188
t =60 min
5 25.0 3.0117 12.0468
6 25.0 3.8544 15.4176
Total 150.0 20.0142 80.0568
Promedio 3.3357 13.3428

La tabla N°12 muestra los resultados experimentales del rendimiento de pectina,
en cada extraccion se utilizé 25.0 g de material vegetal seco obteniéndose en la
primera muestra 3.0058 g de pectina, por lo que la sumatoria del total de material
vegetal seco en las 6 extracciones utilizado fue de 150.0 g, obteniendo un
resultado de 20.0142 g de pectina. Al comparar los datos teoricos (24.37 % y
26.67 %)as respecto a los obtenidos experimentalmente el rendimiento es de
13.3428 % que resulta ser menor a lo esperado, por lo que se realizaron varias
extracciones para obtener la cantidad necesaria. El bajo rendimiento puede estar

condicionado por diversos factores que influyen en la cantidad de pectina
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obtenida tales: como la variedad del fruto, temperatura y pH bajo utilizadas
durante el proceso de hidrdlisis.

5.2 Determinacion de la calidad fisicoquimica de la pectina extraida del

mesocarpo de las “naranjas” Citrus aurantium:

Las pruebas de determinacion de la calidad de la pectina extraida y a la pectina
comercial siguiendo la metodologia planteada en la Farmacopea de los Estados
Unidos USP 37 / NF 32 de la cual se seleccionaron 4 pruebas para evaluar la

calidad de la misma.
a. ldentificacion. g

Luego de llevar a cabo el procedimiento descrito en el marco metodoldgico tanto
para la pectina extraida como la pectina comercial se obtuvieron los siguientes
resultados:

Tabla N° 13. Resumen de los resultados obtenidos de diferentes pruebas de
identificacion.

Pruebas de Resultado
identificacion Pectina extraida Pectina comercial
Pectina+ Agua
Gel firme Gel firme
(en bafio de vapor)
Solucién de pectina + Precipitado traslucido- Precipitado trasltcido-
alcohol gelatinoso gelatinoso
SOIUC'ﬁgga %?\Ictma * Formacion de gel Formacion de gel
Solucién de pectina + HCL Precipitado floculento color Precipitado floculento
3N (calentando) blanquecino color blanquecino

La Tabla N°13 presenta los resultados de las pruebas de identidad para pectina
extraida y comercial. Con base a los resultados antes expuestos se confirma que
los polvos amarillentos con olor caracteristico, obtenido por el método de
hidrélisis acida corresponden a la pectina extraida. La misma prueba de
identificacidn se realiz6 a la pectina comercial comprobando su identidad. Dicha

informacion permitié la pauta para continuar la investigacion.
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b. Valoracidon de grupos metoxilo g

Se detallado la valoracion realizando 6 titulaciones, 3 titulaciones con cada tipo
de pectina, se tabularon los datos y se realizaron los calculos necesarios

aplicando la siguiente ecuacion:

Grupos metoxilos =3.10 X (Vs/W) X 100

En donde:
3.10 = Valor constante (equivalente a mg de -OCH3)

Vs = titulo de saponificacion (mL)
W = peso de la pectina original, calculado respecto a la sustancia seca, tomado

para preparar la solucion para la valoracion (mg).

Ejemplo del calculo para la determinacion del porcentaje de grupos metoxilo:
Grupos metoxilos = 3.10 x (12 mL / 500 g) x 100 = 7.44

Tabla N° 14. Resultados obtenidos de la valoracion de la prueba de grupos

metoxilo.
. Peso de Titulo de % Metoxilo .
Pectina g ol . Promedio
muestra (mg) | saponificacion (mL) obtenido
12.00 7.44
Pectina 500.00 12.00 7.44 7.39
extraida
11.80 7.31
11.20 6.94
Pectina 500.00 11.40 7.06 7.02
comercial
11.40 7.06

Especificacion para determinaciéon del porcentaje de grupos metoxilos (—OCHsz)
segun USP 37 / NF 32: para esta prueba la pectina debe tener no menos de
6.7% de grupos metoxilo (-OCHs). En ambos casos el valor obtenido

experimentalmente fue mayor a lo establecido, obteniéndose para la pectina
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extraida en el laboratorio un valor de 7.39% y en la pectina comercial 7.02%. Por
lo que ambos tipos de pectina cumplen con la especificacion siendo de alto

metoxilo.
c. Valoracién de acido galacturénicogys

Para la obtencion de los resultados del porcentaje de acido galacturénico en las
muestras se desarrollé el procedimiento experimental descrito en la valoracion

de grupos metoxilo, utilizando para el calculo la siguiente ecuacion:
% =19.41 x [(VI +VS)/ W] x 100

En donde:
V| = Volumen inicial gastado en la titulacion (titulo inicial)

Vs = Volumen de saponificacion gastado en la titulacion (titulo de saponificacion)

W = peso de pectina tomado para preparar la solucion para la valoracion en

miligramos.

Nota: Cada mL de NaOH 0.1 N usado en la valoracion es equivale a 19.41 mg

de &cido galacturénico en la porcién de pectina tomada.
Sustituyendo: % =19.41 x ((7.6+12) /500) x 100 = 76.08%

Tabla N° 15. Resultados obtenidos en la determinacion de porcentaje de acido
galacturénico.

o . Volumen de ;
N° de Tlpo_de _\_/o_lumen saponificacion Porcentaje Promedio
muestra pectina inicial (mL) (mL) (%)
1 7.60 12.00 76.08
Pectina
2 extraida 7.70 12.00 76.47 75.82
3 7.50 11.8 74.92
1 7.00 11.20 70.65
Pectina
2 comercial 7.40 11.40 72.98 72.20
3 7.40 11.40 72.98
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Especificacion para determinacion del porcentaje de &cido galacturénico segun
USP 37 / NF 32: no menos de 74,0 por ciento de acido galacturénico (CsH107).

La tabla N°15 describe los resultados obtenidos para la determinacion de acido
galacturénico. Luego de realizar el procedimiento experimental se determind que
la pectina extraida en el laboratorio contenia 75.82% de acido galacturénico por
lo que cumple con la especificacion de la monografia; por otro lado, en la pectina
comercial se obtuvo un 72.20% de acido galacturénico encontrdndose que no

cumple con la especificacion.

El porcentaje de acido galacturdnico es importante ya que de este depende el
poder de gelificacion y la viscosidad, debido a que el acido proporciona iones
hidrogeno que neutralizan las cargas lo suficiente para que las moléculas de
pectina dispersas no se repelan una con la otra, permitiendo el arreglo estético

de las moléculas dando lugar a una red tridimensional (gel).

Las pectinas de bajo grado de esterificacion son las que tienen menos del 50%
de unidades esterificadas del acido galacturénico y estan en el rango de 3 a 6.5%
de metoxilos. Pueden formar geles estables con poca o ninguna cantidad de
azucar, pero requieren de la presencia de cationes divalentes como el calcio para
formar entrecruzamientos moleculares. Debido a que la pectina obtenida en el
laboratorio y la pectina comercial poseen buen grado de metoxilacién y
porcentaje de &cido galacturénico no necesitan la presencia de cationes

divalentes para que se dé el entrecruzamiento molecular y la formacion del gel.
d. Pérdida por secadopg

En total se realizaron 6 pérdidas llevandose a cabo 3 repeticiones por cada
muestra de pectina (extraida y comercial) para luego obtener un promedio de

cada una.

Luego de realizar la parte experimental se obtuvieron los siguientes resultados:
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Ejemplo del célculo para la prueba de pérdida por secado (Calculo en muestra

de pectina comercial)

Datos:

Peso de capsula vacia: 26.2289¢g

Peso de capsula + muestra: 27.2297g

Peso de la muestra:

P (peso de cdpsula + muestra) - P (peso de cdpsula vacia) =

27.22979 - 26.2289g=1.0008g (Pi)

P (peso de cépsula + muestra seca) - P (peso de capsula vacia) =

27.16599 - 26.22899g= 0.9370g (Pf)

% Humedad = ((Pi -Pf) / Pi) X 100

En donde:

Pi= Peso inicial de la muestra en g

Pf= Peso final de la muestra en g
100= constante

Sustituyendo:

%Humedad = (1.0008 g -0.9370 g/1.0008 g) x 100

% Humedad = 6.3749%

Tabla N° 16. Resultados obtenidos en la prueba de pérdida por secado.

Pesos L
Peso inicial (g) | Peso final(g) Egéggg (F;/O)r Promedio
Pectina 0
) 1.0005 0.9456 5.4872
pectina 1.0006 0.9501 5.0469 5.3604
extraida
1.0005 0.9450 5.5472
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Tabla N°16. Continuacién

1.0008 0.9370 6.3749
Csrencetlrr;;l 1.0002 0.9361 6.4087 6.3872
1.0003 0.9365 6.3780

Especificacion: No pierde mas del 10% de su peso luego de secar por 3 horas a
105°C.

En la tabla N°16 se describen los datos obtenidos de la prueba de pérdida por
secado, en dicha tabla se observa que la pectina comercial en el proceso de
secado perdi6 6.3872% de agua cuyo porcentaje de pérdida es mayor que el de
la pectina extraida la cual perdié 5.3604%, ambas pruebas cumplen con la
especificacion de la farmacopea; esta prueba permite dar a conocer el contenido
de humedad en las muestras, el cual es importante debido a que si existe mucha
humedad en la pectina se podria generar el crecimiento de microorganismos no
deseados y que a su vez podrian deteriorar la pectina. Ademas, un gran
contenido de humedad genera error en el momento del pesado de la materia

prima debido a que la molécula almacena mucha agua en su interior.

5.3 Formulacién de matrices y eleccion de la forma farmacéutica

Para determinar el tamafio de capsula se elaboraron 12 g de cada matriz 2B con
el objetivo de poder calcular el volumen aparente y compactado utilizado para
definir el nUmero de capsula a utilizar. Por lo que se pesaron cada uno de los
componentes de las matrices por separado obteniéndose los siguientes
resultados:

Nota:

Los 12 g de cada matriz (1B, 2B, 3B) fueron elaboradas con dos objetivos:

1. Determinar las densidades aparentes y compactadas para la eleccion del
tamano de capsula. (Esta determinacion no se realizo con pectina extraida
debido a la gran cantidad requerida para determinar el tamafio de la
capsula, de modo que este paso solo se llevo a cabo con matrices

elaboradas con pectina comercial).



90

2. La matriz 2B elaborada en este paso se encapsulo y se utilizd en el

experimento final para ser comparada con la matriz 2 A.

Tabla N° 17. Resultados obtenidos para formulacién de matrices (1B, 2B, 3B).

Cddigo de o ]
. Materia prima Peso tedrico (g) Peso Real (g)
matriz
Riboflavina 0.9600 0.9602
PVP 1.2000 1.2004
1B
Pectina 7.2000 7.2001
Starch 1500 2.6400 2.6399
Total 12.000 12.0042
Riboflavina 0.9600 0.9602
PVP 1.2000 1.2007
2B Pectina 4.9200 4.9202
Starch 1500 4.9200 4.9201
Total 12.000 12.0012
Riboflavina 0.9600 0.9603
PVP 1.2000 1.2003
3B Pectina 2.6400 2.6402
Starch 1500 7.2000 7.2004
Total 12.000 12.0012

En la Tabla N°17 se presentan los datos de las materias primas utilizadas en la

preparacion de las matrices con su respectivo cédigo, ademas la cantidad a

pesar para cada componente adicionado (peso teodrico) y el peso real obtenido.

Luego de elaborar las matrices se procedié a realizar los calculos necesarios

para determinar el nUmero de capsula.

-Determinacion del tamafio de céapsula.
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Se calcul6 la densidad aparente y compactada de cada una de las matrices
utilizando la siguiente ecuacion:

Densidad aparente= masa/volumen aparente

Al tener los resultados de la densidad aparente y compactada se calcul6 el
volumen aparente y compactado que sirve para determinar el nimero de capsula
a utilizar, (teniendo en cuenta que el peso que se desea encapsular era 250 mg).
Con base a lo anterior se buscé en tabla el nUmero de capsula mas adecuado

para encapsular las matrices.

Célculos para seleccionar el numero de capsula:

Ejemplo: Matriz 1B

-Calculo para la determinacion de la densidad aparente y compactada a partir de
los 10g de cada matriz pesada:

p (aparente)=Peso de la matriz /volumen aparente

p (aparente)=10g/ 14 mL =0.71 g/mL

p (compactada)=Peso de la matriz /volumen compactado
p (compactada)= 10 g/ 12.5 mL=0.80 g/mL

-Calculo para la determinacion del volumen aparente y compactado (teniendo en

cuenta que el peso que se queria encapsular era 250 mg):
V (aparente)= (peso de la matriz/unidad de dosis) /densidad aparente
V (aparente)=0.25 g/ 0.71 g/mL=0.3521 mL

V (compactado)= (peso de la matriz/unidad de dosis) /densidad compactada
V (compactado)=0.25 g / 0.80 g/mL=0.3125 mL

Luego de realizar los calculos para cada matriz se tabularon los datos

obtenidos los cuales se presentan en la tabla N° 18:
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Tabla N° 18. Resultados de volumen aparente y compactado.

Densidad Densidad Volumen Volumen
Tipo de matriz aparente compactada aparente compactado
(g/mL) (g/mL) (mL) (mL)
1B 0.71 0.80 0.3521 0.3125
2B 0.69 0.80 0.3623 0.3125
3B 0.69 0.80 0.3623 0.3125

Segun los resultados obtenidos que se presentan en la tabla N° 18 los volumenes
se compararon con los tamafios de capsulas ver anexo N° 11 y 12, en donde la
capsula # 3 es la que mejor se aproxima al peso de 250 mg que se deseaba
encapsular. Ya que para este numero de capsula el valor que se puede
encapsular oscila entre 222 mg a 444 mg, si la mezcla posee un volumen
aparente cercano a 0.37 mL. w4

-Formulacion de matrices (Ver anexo N°14)

Tabla N° 19. Resultados en la elaboracion de las matrices (1A, 2A 'y 3A).

Cédigo de matriz Materia prima % Peso tedrico (g) Peso real
Riboflavina 8 0.3000 O.C(&gO)OZ
1A PVP 10 0.2400 0.2400
Pectina 22 1.8000 1.8006
Starch 1500 60 0.6600 0.6606
Total 100 3.000 3.0014
Riboflavina 8 0.3000 0.3003
2A PVP 10 0.2400 0.2400
Pectina 41 1.2300 1.2300
Starch 1500 41 1.2300 1.2300
Total 100 3.0000 3.0003
Riboflavina 8 0.3000 0.3004
3A PVP 10 0.2400 0.2401
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Tabla N° 19. Continuacidén

Pectina 60 0.6600 0.6602
Starch 1500 22 1.8000 1.8004
Total 100 3.000 3.0011

En la Tabla N°19 se presentan los datos de las materias primas utilizadas en la
preparacion de las matrices con su respectivo cédigo, ademas el porcentaje y la
cantidad a pesar para cada componente adicionado (peso tedrico), al final de

cada cuadro se presenta el total de la matriz preparada.

Nota: Estas matrices (1A, 2A y 3A) fueron elaboradas para llevar a cabo el
experimento inicial. Ademas, la matriz 2A elaborada en este paso se encapsuld

y se utilizo en el experimento final para ser comparada con la matriz 2B.

5.4 Elaboracion de las matrices e incorporacién del principio activo.

Se elaboraron 4 tipos de matrices de las cuales 3 fueron elaboradas con pectina
extraida (Matriz 1A, 2A 'y 3A) y 1 matriz elaborada con pectina comercial (Matriz
2B), la realizacion de estas matrices permitio la evaluacién del comportamiento

de los diferentes tipos de pectina en la forma farmacéutica en investigacion.

5.5 Estudio in vitro de la liberacién de la riboflavina.

Para la determinacién de la liberacion de Riboflavina de las matrices elaboradas
se realiz6 una curva de calibracion con el estandar de referencia, el cual se utilizd
como base para determinar la cantidad de miligramos liberada de Riboflavina
luego de transcurrido el tiempo de cada disolucion, dicha curva de calibracion se
realizo por triplicado realizandose una curva de calibracién por dia de analisis,
para luego obtener un resultado promedio y este ser comparado con los datos
obtenidos de cada matriz en los diferentes medios de disolucion, los resultados

obtenidos de las curvas de calibracion son las siguientes:
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Tabla N° 20. Absorbancias obtenidas en las curvas de calibracion del estandar.

[o]
N Concentracion de Absorbancias
estandares (ug/mL)
Curva N°1 Curva N°2 Curva N°3 Promedios

1 2.5 0.050 0.062 0.063 0.058
2 5.0 0.108 0.121 0.125 0.118
3 10.0 0.222 0.239 0.260 0.240
4 20.0 0.454 0.474 0.502 0.476
5 25.0 0.568 0.591 0.638 0.599

Coeficiente de 0.9999 0.9998 0.9998 0.9999

correlacion

Luego de la tabulacion de las absorbancias obtenidas de las curvas de

calibracion se elabor6 un grafico de absorbancias promedios Vs concentraciones

(ug/mL).

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

Absorbancias

0.2
0.1
0

Curva de calibracion de estandar (Riboflavina)

0.599

10 15

Concentraciones pg/mL

y =0.024x - 0.0016
R? =0.99998

20

25

30

Figura N° 13. Curva de calibracion promedio del estandar.

Como se explica en el disefio metodoldgico el desarrollo de la liberacion se

dividié en dos partes, la primera parte que comprende un experimento inicial que
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es la seleccién de la matriz, en la cual se probé cual concentracion de la matriz
A 'y que medio de disolucion presentaban las caracteristicas idoneas para ser
utilizada para la liberacién retardada de farmacos y asi luego poder compararla
en un experimento final con la matriz B, dichos experimentos se llevaron a cabo
con el fin de determinar qué matriz es la mas indicada para el tipo de liberacién

en estudio.

EXPERIMENTO INICIAL: Seleccién de matriz.

Se preparé cada medio por separado, realizandose dos disoluciones con cada
medio obteniéndose 6 disoluciones en total de las cuales se obtuvieron 3 datos
de cada matriz en cada medio, este experimento se realizé con el fin de obtener
resultados que al ser evaluados por medio del analisis estadistico de ANOVA,
Test de Tukey y Diagrama de cajas se determiné cudél de las 3 matrices (1A, 2A
y 3A) cumplia con las caracteristicas similares a un sistema de liberacion
retardada. Posteriormente, fue comparada con una matriz elaborada con pectina
comercial bajo las mismas concentraciones que las elegidas en este

experimento.

Tabla N° 21. Parametros para llevar a cabo cada disolucion.

Parametro Valor
Abs. Mx: 0.3980
Abs. ST: 0.4760
Factor de Dilucion: 900
Peso de la muestra: 250.0 mg
Peso del estandar: 20.0mg
[ ST] en mg: 0.020 mg/mL
Rétula: 20mg
Dosis: 1 cépsula
PP3: 250.00mg




-Distribucién de las matrices en cada disolucioén:

MEDIO DE DISOLUCION: pH 7.6
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I T T T T
VASO #1: VASO #2: VASO #3: VASO #4: VASO #5:
MATRIZ 1A| |MATRIZ1A| |MATRIZ1A| |MATRIZ2A| |MATRIZ 2A

1
VASO #6:
MATRIZ 2A

Figura N° 14. Distribucién de matrices en disolucion 1y 2

Nota: para las matrices 3A y las disoluciones cuyos medios son pH 6.2y pH 1.2

se siguiod la misma distribucion.

-Calculo para la determinacién del porcentaje de lo rotulado:

%

S Abs MxX [St] X FD X DOSIS X PP3 X 100%

0—

R Abs St X Pmx X Rotula
Donde:

Abs Mx= Absorbancia de la muestra

[St]= Concentracion del estandar de Riboflavina
FD= Factor de dilucion de la muestra

Dosis= Dosis de Riboflavina

PP3=Peso promedio de 3 matrices

100%= constante

Abs St= Absorbancia del estandar

Pmx= Peso de la muestra

Rotula=mg de Riboflavina por matriz

Sustituyendo los valores se obtiene el siguiente ejemplo:
s 0.398X 0.020% X 900X 1X250.0mgX100%
% — =
& R 0.4760 X 250.0mg X 20.0mg

=7525%
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Luego de determinar el porcentaje de lo rotulado para cada matriz (capsula) se
realiza una regla de tres para obtener la cantidad de mg de Riboflavina liberada
en cada matriz teniendo en cuenta que cada matriz contenia 20.0 mg de principio

activo:

2000MQ. i 100.0 %
X 75.25 %
X=15.05 mg de Riboflavina liberada por matriz

Nota: para la realizacion de los célculos de forma ordenada se utiliz6 una hoja

de Excel ver anexo N° 18.

-Resultados para cada matriz en los diferentes medios se ilustran a

continuacion:

Tabla N° 22. Resultados obtenidos en Matriz1 A,2Ay3 AapH1.2

Medio: Solucién &acido clorhidrico pH 1.2
Medio de Matriz 1 A Matriz 2 A Matriz 3 A
disolucion Abs mg de PA Abs mg de PA Abs mg de PA
liberado liberado liberado

Solucién de | 0.272 10.29 0.233 8.81 0.315 11.91

acido 0.273 10.32 0.229 8.66 0.309 11.68
clorhidrico

pH 1.2 0.273 10.32 0.225 8.51 0.312 11.80
Promedio 0.272 10.31 0.229 8.66 0.312 11.80

Tabla N° 23.Resultados obtenidos en Matriz1 A, 2 Ay 3 AapH6.2

Medio: Agua destilada pH 6.2
Matriz 1 A Matriz 2 A Matriz 3 A
Medio de
disolucion mg de PA mg de PA mg de PA
Abs liberado Abs liberado Abs liberado
0.398 15.05 0.329 12.44 0.419 15.85
Agua pH
6.2 0.397 15.01 0.330 12.48 0.421 15.92
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Tabla N° 23. Continuaciéon

0.395 14.94 0.326 12.33 0.421 15.92

Promedio | 0.397 15.00 0.328 12.42 0.420 15.90

Tabla N° 24. Resultados obtenidos en Matriz1 A, 2 Ay3AapH 7.6

Medio: Buffer fosfato pH 7.6
Matriz 1 A Matriz 2 A Matriz 3 A
Medio de
disolucién mg de PA mg de PA mg de PA
Abs liberado Abs liberado Abs liberado

Buffer 0.464 17.55 0.467 17.66 0.453 17.13

fosfato 0.464 17.55 0.461 17.43 0.452 17.09

pH 7.6 0.461 17.43 0.466 17.62 0.453 17.09
Promedio 0.463 17.51 0.461 17.57 0.452 17.11

Observando los resultados obtenidos en las tablas N°22, N°23 y N°24 de la
liberacién de riboflavina correspondientes a los diferentes pH (1.2, 6.2 y 7.6) se

puede observar que:

La matriz que mas Riboflavina libera en pH 1.2 es la matriz 3A (11.80 mg de PA),
en pH 6.2 la matriz que mas riboflavina liberd fue la matriz 3A (15.90 mg de PA)
y en pH 7.6 fue la matriz 2A (17.57 mg). Se puede observar que la matriz que
permite liberar mas riboflavina es la 2A en el pH 7.6, sin embargo lo anterior debe
confirmarse, de modo que pueda determinarse cual de las matrices en estudio
libera poca cantidad de principio activo en un medio acido (similar al pH del
estbmago) y que ademas libere mayor cantidad de Riboflavina en un medio
basico (similar al pH intestinal). Por ello los resultados obtenidos se sometieron
a un andlisis estadistico que permitio definir con exactitud cual de las matrices

en estudio presento el comportamiento antes mencionado.

Para ejecutar el analisis de los resultados obtenidos de las disoluciones del

Experimento inicial se utiliz6 el programa estadistico R version 3.6.2 Dark and
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Stormy nigth, mediante el Método de analisis de varianza (ANOVA) de dos
factores, ya que este es el método mas apropiado para comparar varios grupos
de una variable cuantitativa que en este caso son pH del medio de disolucion,
tipo de pectina y concentracion (de pectina y Starch 1500®). A partir de esto se
realiz6 la comparacion entre los resultados para establecer si existe una
diferencia estadisticamente significativa entre estos y poder establecer con
mayor seguridad cudl de las matrices posee las caracteristicas idéneas que

represente el sistema matricial que se busca desarrollar.
Experimento Inicial: Factores
Factor 1:

Diferentes pH de los medios en los cuales se evaluaran las diferentes matrices

en la disolucién.
Factor 2:

Diferentes concentraciones de Starch 1500 y pectina extraida; este factor se
divide en 3 niveles los cuales corresponden a las diversas matrices elaboradas
1A, 2Ay 3A.

Tabla N° 25. ANOVA para comparacion de matrices A (matriz elaborada con
pectina extraida) con 95% de confianza.

Factores Grados de Suma de Media de Valor F Valor P
libertad cuadrados suma de critico
cuadrados
Factor 1: Medios 2 231.59 115.79 15,500.56 0.0000%
de disolucion
Factor 2: 2 19.72 9.86 1,319.58 0.0000%
concentracion
Interaccion del 4 15.03 3.76 503.01 0.0000%
factor 1y 2
Residuos 18 0.13 0.01 0.0000%

La tabla N°25 representa el analisis de varianza de la matriz A con los diferentes

factores en analisis al comparar el valor critico de F obtenido experimentalmente
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con respecto a la tabla de valores tedricos de la distribucion de F (0.05) (Ver
anexo 21), la cual dicta que para 2 grados de libertad en el numerador y 18 en el
denominador se obtiene un valor tedrico de 3.555. Por tanto, al ser nuestro valor
F critico de 15,500.56 para el factor 1, y 1,319.58 para el factor 2, se observa
que ambos valores son mucho mayores que el tedrico por lo que se rechaza la

hipétesis nula.

F (obtenido):
Factor 1

== Factor 2

Ha

|
l Frams(3.555) 131958

Figura N° 15. Distribucion del valor de F critico obtenido en la investigacion con
respecto a las hipotesis.

Como se puede apreciar en la figura anterior si se obtenia un valor critico de F
menor de 3.55 que es el valor tedrico (Ver anexo N° 19), la hipotesis alterna (Ha)
se rechazaria, pero si el valor era superior al tedrico la hipétesis alterna (Ha)
seria aceptada, experimentalmente los valores obtenidos en la investigacion
para ambos factores son mucho mayores que el teérico dado por la tabla de
distribucion de F, aceptandose la hipotesis alterna.

Si ademas se observa el dato de la columna P valor, al ser menor que el 5%,
puede observarse que existe un efecto estadisticamente significativo del factor

1 en la liberacion de Riboflavina, de igual modo pasa con el factor 2.

Por lo tanto, al ser el valor de P menor que el 5%, puede concluirse que existe
un efecto significativo de la interaccion del factor 1 el cual representa los medios
de disolucién con respecto al factor 2 el cual representa las concentraciones para

la liberacion de Riboflavina, con un nivel de confianza del 95.0%.
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Luego de confirmar que si existe una diferencia significativa entre los factores
para la liberacion de Riboflavina se volvid necesario utilizar un modelo estadistico
gue permita evaluar de manera mas profunda la relaciéon entre los niveles de
cada factor por lo que se utilizé el Test de Tukey tanto para el factor 1 como el 2
(confianza 95%) para verificar la diferencia estadisticamente significativa entre

los niveles existentes presentandose a continuacion los resultados.

Tabla N° 26. Test de Tukey para el factor 1 (confianza 95%).

Factor 1: medios de disolucion Diferencia Di';/elzfgr?cr:ia dix?gr?éia Valor P
pH 1.2 (&cido) - pH 6.2 (agua) -4.18 -4.29 -4.08 0.0000%
pH 7.6 (basico) - pH 6.2 (agua) 2.96 2.85 3.06 0.0000%
pH 7.6 (basico) - pH 1.2 (acido) 7.14 7.03 7.24 0.0000%

Cabe recordar que para el factor 1 existen 3 niveles, por lo que con el Test de
Tukey se pretendia determinar si existe diferencia significativa entre estos 3
niveles los cuales representan los medios con los que se evaluo la liberacion de

la Riboflavina en las matrices en estudio.

En la Tabla N°26 se puede observar que la diferencia de la media de la liberacion
de Riboflavina entre el pH 1.2 (acido) y el pH 6.2 (agua) tiene un valor de -4.18
lo que significa que la Riboflavina se libera en mayor cantidad en el pH 6.2 (agua)
en comparacion con el pH 1.2 (acido), ademas si se compara la liberacion en el
pH 7.6 (basico) respecto al pH 6.2 (agua) la diferencia es 2.96 lo que significa
que la liberacion de Riboflavina es mayor en el pH 7.6 (basico), por ultimo si
comparamos la liberacién de Riboflavina en el pH 7.6 (basico) con respecto al
pH 1.2 (acido) confirmamos nuevamente que en el pH 7.6 (basico) presenta la

mayor cantidad de Riboflavina liberada.

Por lo tanto, al ser el valor de P menor que el 5%, puede concluirse que existe
un efecto significativo de la interaccidon entre los tres niveles del factor 1 en la

liberacion de Riboflavina, con un nivel de confianza del 95.0%.



Tabla N° 27. Test de Tukey para el factor 2 (confianza 95%).

Luego de analizar el factor 1 se procedio al analisis estadistico del factor 2:

Factor 2: . . Menor Mayor
. Diferencia . . . . Valor P
Concentracion diferencia diferencia
2A-1A -1.39 -1.50 -1.29 0.0000%
3A-1A 0.66 0.55 0.76 0.0000%
3A-2A 2.05 1.95 2.15 0.0000%
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En la Tabla N°27 se puede observar que la diferencia de la media de la liberacion
de Riboflavina entre la matriz2 A y 1 A, tiene un valor de -1.39 lo que significa
que la matriz 1A permite mejor liberacion de Riboflavina en comparacién con la
matriz 2 A, ademas si se compara la liberacion de la matriz 3A respecto a la
matriz 1A la diferencia es 0.66 lo que significa que la matriz 3 A libera més
Riboflavina que la 1 A, por ultimo si comparamos la liberacion de Riboflavina en
la matriz 3A con respecto a la matriz 2 A confirmamos nuevamente que la matriz

3 A presenta la mayor cantidad de Riboflavina liberada.

Por consiguiente, al ser el valor de P menor que el 5% en todos los niveles,
puede concluirse que existe un efecto significativo de la interacciéon entre los
niveles del factor 2 en la liberacion de Riboflavina, con un nivel de confianza del
95.0%.

Segun el andlisis estadistico anterior y relacionando los dos factores se tiene
que, la matriz 3 A libera mayor cantidad de Riboflavina y el medio en el que mejor
se comportan las matrices para permitir la liberacién del farmaco es el pH 7.6
(basico), sin embargo estos resultados por separados no proporcionan una
respuesta que demuestre el comportamiento que deberia tener un sistema de
liberacion retardado, por lo que se acudié a realizar un analisis que integre
ambos factores y que estos a su vez puedan ser relacionados, de manera que
proporcione una respuesta con la que se confirme cual matriz tiene un

comportamiento similar a un sistema de liberacion retardado. Por lo que se
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recurrio a utilizar un diagrama de cajas para tener una demostracion visual de la
diferencia en las medias de la liberacion de Riboflavina en cada medio de
disolucion y concentracién. Este se representa a continuacion:

Diagrama de Caja (interaciones entre los niveles de los factores)
18-

—
16 -
=)
E
w 14 - .
E factor 2: Concentracion
2z 1a
S
2a
E =]
E = Ja
B12-
=
Iid

=

1 1 1
ph_acido_Ph_1.2 agua_Ph_6.2 ph_basico_Ph_7.6
factor 1: Medio

Figura N° 16. Diagrama de caja para la interaccion entre los factores y sus
niveles (Prueba inicial)

En la grafica anterior se presenta la comparaciéon de la relaciéon que tiene el
medio de disolucion con las matrices, teniendo en cuenta que lo que se busca
para un sistema de liberacion retardado es que el sistema matricial libere poca
cantidad de principio activo en un pH acido y que a su vez libere gran cantidad
de principio activo en un pH basico, ya que se espera que el efecto farmacoldgico

sea desarrollado en el tracto gastrointestinal cuyo pH tiende a ser basico.
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Analizando la figura N°16 y la tabla N°27 podemos observar la relacion que tiene
el medio de disoluciébn con las matrices, buscando que matriz posee las
caracteristicas mencionadas anteriormente para un sistema de liberacion
retardada, si analizamos el pH 6.2 y la matriz 3 A es la que mejor liberacion de
Riboflavina presenta y la matriz 2 A es la que menor liberacion de Riboflavina
permite, en el pH 1.2 la matriz que mayor Riboflavina libero fue la matriz 3 Ay la
gue menor liberacion de Riboflavina presento sigue siendo la 2 A, por dltimo y
no menos importante en el pH 7.6 la matriz que mayor liberacién de Riboflavina
presento fue la 2 Ay la que menor cantidad de Riboflavina libero fue la 3 A, por
lo que se confirma que la matriz que cumple con las caracteristicas para ser
utilizada como posible sistema de liberacion retardada es la matriz 2 A, ya que
es la que menos cantidad de Riboflavina libera en pH 1.2 (acido) y la que mayor

cantidad de Riboflavina libera en el pH de 7.6 (basico).

Obteniéndose los datos anteriores se procedié al desarrollo del experimento
final, con este experimento se pretendia determinar cual matriz poseia las
mejores caracteristicas para ser utilizada como posible sistema de liberacion
retarda comparando dos matrices con diferentes pectinas (extraida y comercial)
pero con iguales concentraciones, dicha comparaciéon fue realizada en los 3

medios de disolucién propuestos.

EXPERIMENTO FINAL: comparacion de matriz elaborada con pectina

extraida (2A) y matriz elaborada con pectina comercial (2B).

Luego del andlisis de los resultados en los que se muestra que la matriz idonea
para ser utilizada como posible sistema de liberacion retardada es la matriz 2 A,
se tomo la decision de evaluar el comportamiento de la matriz 2 Ay 2 B, las
cuales fueron sometidas a pruebas de disolucion utilizando los mismos reactivos

y parametros establecidos en el experimento inicial.

Disoluciones realizadas en el Experimento Final:



105

En este experimento se evaluaron las matrices 2A y 2B. Se prepar6 cada medio

por separado, realizdndose una disolucion con cada medio obteniéndose 3

disoluciones en total, de las cuales se obtuvieron 3 datos de cada matriz en cada

medio, este experimento se realizé con el fin de comparar los resultados de

ambas matrices por medio del analisis estadistico de ANOVA, Test de Tukey y

Diagrama de cajas para determinar cual de las dos matrices en estudio refleja

las caracteristicas que presentan un sistema de liberacion retardada

Las matrices fueron distribuidas de la siguiente forma:

MEDIO DE DISOLUCION: pH 7.6

|
VASO #1:
MATRIZ 2A

I
VASO #2:
MATRIZ 2A

I
VASO #3:
MATRIZ 2A

|
VASO #4:
MATRIZ 2B

|
VASO #5:
MATRIZ 2B

|
VASO #6:
MATRIZ 2B

Figura N° 17. Distribucion de las matrices en la disolucién de Buffer pH7.6

Nota: La misma distribucion que tienen las matrices en el ejemplo anterior se

sigui6 para los medios de pH 7.6 y pH 1.2

-Parametros del equipo disolutor:

RPM: 50

Tiempo: 45 minutos

Temperatura: 37+ 0.5 °C

-Parametros del espectrofotometro UV-VIS:

Longitud de onda: 444nm

Tabla N° 28. Resultados obtenidos en la disolucion (Acido).

DISOLUCION: pH 1.2

Matriz 2 A

Matriz 2 B

Absorbancias (A)

mg de PA liberado

Absorbancias (A)

mg de PA liberado

0.212

8.02

0.257

9.72




Tabla N°28. Continuacioén

106

0.224 8.47 0.273 10.32
0.216 8.17 0.281 10.63
Promedio 8.22 Promedio 10.22

Tabla N° 29. Resultados obtenidos en la disolucion (Medio agua).

DISOLUCION: pH 6.2

Matriz 2 A Matriz 2 B
Absorbancias (A) mg de PA liberado Absorbancias (A) mg de PA liberado
0.295 11.16 0.356 13.46
0.296 11.19 0.345 13.05
0.286 10.82 0.353 13.35
Promedio 11.05 Promedio 13.29

Tabla N° 30. Resultados obtenidos en la disolucion (Medio Buffer fosfato).

DISOLUCION: pH 7.6

Matriz 2 A Matriz 2 B
Absorbancias (A) mg de PA liberado Absorbancias (A) mg de PA liberado
0.520 19.66 0.442 16.71
0.521 19.70 0.445 16.83
0.526 19.89 0.451 17.05
Promedio 19.89 Promedio 16.87

Mediante los resultados obtenidos en las diferentes disoluciones realizadas en
el experimento final, al igual que en el experimento inicial se utilizé el programa
estadistico R version 3.6.2 Dark and Stormy nigth para analizar los datos
mediante el Método de analisis de varianza (ANOVA) de dos factores. Se realiz6
la comparacion entre los resultados para establecer si existe una diferencia

estadisticamente significativa entre estos y poder establecer claramente cual
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pectina ya sea comercial o extraida presentaba las caracteristicas idbneas para
ser utilizada en la formulacion matricial como posible sistema de liberacion
retardada de farmacos hidrosolubles, para ello se procedié al analisis de los

factores.
Experimento final: Factores

Factor 1: Diferentes pH de los medios en los cuales se evaluaran las diferentes

matrices en la disolucién.

Factor 2: Diferentes tipos de pectina, este factor se divide en 2 niveles los cuales

corresponden a la pectina extraida (2 A) y pectina comercial (2 B)

Tabla N° 31. Resultados de ANOVA para experimento final (comparacién de
matrices 2 Ay 2 B).

Grados de Suma de Media de Valor de F
Factores . suma de oy Valor P
libertad cuadrados critico
cuadrados
Factor 1:
medio de 2 250.16 125.08 1,882.60 0.0000%
disolucién
Factor 2:
tipo de 1 0.53 0.53 7.93 1.556%
pectina
Interaccion: 0
factor 1y 2 2 23.68 11.84 178.22 0.000%
Residuos 12 0.80 0.07

En el anexo N°31 se observa que el valor de F teérico dado en la tabla de valores
criticos de distribucion de F (0.05) es 3.885 (Ver anexo N°19) y el obtenido
experimentalmente es 1,882.60, ya que el valor obtenido en la investigacion es
mayor se rechaza la hipotesis nula, al mismo tiempo el valor obtenido de P es
menor al 5%, por lo tanto hay un efecto estadisticamente significativo del factor
1 en la liberacién de Riboflavina, al igual que ocurrié en el experimento inicial. Si
evaluamos el factor 2 se observa en la tabla N°31 que su valor F critico es de
7.93 que es mayor que el tedrico encontrado en la tabla de valores criticos de

distribucion de F (0.05) que tiene un valor de 4.747, por lo que se rechaza la
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hipétesis nula, por otro lado refiriéendose al valor de P este es 1.556% siendo
menor al 5% por lo tanto hay un efecto estadisticamente significativo del factor 2

en la liberaciéon de Riboflavina.

Ademas, confirmamos que si existe un efecto significativo de la interaccion del
factor 1y 2 en la liberacidon de Riboflavina ya que el valor P es menor al 5% con

el 95% de confianza.

Luego de confirmar que si existe una diferencia significativa entre los factores
para la liberacion de Riboflavina, en el experimento final se volvié necesario
utilizar el Test de Tukey nuevamente tanto para el factor 1 como el 2 (confianza
95%) para verificar la diferencia estadisticamente significativa entre los niveles

de cada factor.

Tabla N° 32. Resultados del Test de Tukey para el Factor 1 (confianza 95%)

Menor

Mayor

Factor 1: Medio Diferencia diferencia | diferencia Valor P
pH 1.2 (acido) - pH 6.2 (agua) -2.79 -3.19 -2.39 0.0000%
pH 7.6 (basico) - pH 6.2 (agua) 6.14 5.74 6.53 0.0000%
pH 7.6 (basico) - pH 1.2 (acido) 8.93 8.53 9.32 0.0000%

La tabla N° 32 muestra la diferencia de la liberacion de Riboflavina entre el pH
1.2y pH 6.2 la cual es -2.79 lo que significa que la liberacion es mayor en el pH
6.2 y se confirma ya que el valor de P es menor del 5%, si analizamos el pH 7.6
y el pH 6.2 podemos observar que la diferencia de la liberacion de Riboflavina
es de 6.14 por lo tanto la liberacion es mayor en el pH se 7.6 mismo que se
confirma ya que el valor de P es menor del 5%, por ultimo la diferencia entre pH
7.6 ypH 1.2 es de 8.93 lo que significa que la liberacion de Riboflavina es mucho

mayor en el pH 7.6 que en el pH 1.2 y nuevamente el valor de P es menor al 5%.

Evaluacion del factor 2:
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Tabla N° 33. Resultados del Test de Tukey para el Factor 2 con un nivel de
confianza de 95%.

o . . . Menor Mayor
Factor 2: tipo de pectina Diferencia diferencia | diferencia Valor P
2B-2A 0.34 0.08 0.61 1.5562%

En la Tabla N°33 se puede observar que la diferencia de la liberacion de
riboflavina entre la matriz 2 B y 2 A tiene un valor 0.34 lo que significa que la
matriz 2 B que es elaborada con pectina comercial permite mejor liberacion de

Riboflavina en comparacion con la matriz 2 A.

Ademas, al ser el valor de P menor que el 5%, puede concluirse que existe
diferencia significativa en la liberacion de Riboflavina entre los niveles del factor

2, con un nivel de confianza del 95.0%.

Segun el andlisis estadistico anterior la matriz 2B libera mayor cantidad de
Riboflavina y el medio en el que mejor se comportan las matrices para permitir
la liberacion es el pH de 7.6; sin embargo, estos resultados por separados no
proporcionan una respuesta que permita valorar en conjunto ambos factores, de
forma que se demuestre el comportamiento que deberia tener un sistema de
liberacion retardado, por lo que se acudié a realizar un analisis que integre
ambos factores y puedan ser relacionados, de manera que proporcione una
respuesta con la que se confirme el comportamiento que debe presentar la
matriz que simulara a un sistema de liberacion retardado en el medio de
disolucion (pH 7.6) semejante al del tracto gastrointestinal donde se liberara por

completo el sistema para realizar el efecto farmacologico.

A partir del analisis estadistico anterior se recurre a realizar un diagrama de cajas
gue permita describir como van a comportarse la matriz 2A y 2B en los diferentes

pH, con este diagrama podra definirse entonces cual de las formulaciones
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presenta las caracteristicas idoneas para ser utilizado como un posible sistema

de liberacioén retardada.

Diagrama de Caja (interaciones entre los niveles de los factores)

m
(=]
|

factor 2: Concentracion
2a

E 2o

Rivoflavina Liberada (mg)

ph_acido_Ph_1.2 agua_Ph_G.2 ph_basico_Ph_7.6
factor 1: Medio

Figura N° 18. Diagrama de caja de interaccion entre niveles de los factores
(Prueba final).

En la figura N°18 se compara el comportamiento de las matrices 2A y 2B que
han sido sometidas a pruebas de disolucion bajo las mismas condiciones en 3
medios diferentes, donde es posible apreciar que en el 1.2y pH 6.2 la matriz
2B libera mayor cantidad de Riboflavina que la matriz 2A, sin embargo cuando
se analiza el comportamiento de ambas matrices en el pH de 7.6 la matriz que
mayor cantidad de Riboflavina libera es la matriz 2A, teniendo en cuenta que
este pH es el de interés debido a que es en este donde la Riboflavina debe ser

liberada para efectuar su funcion.
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Con base en lo anterior es evidente que la matriz 2 A elaborada con pectina
extraida es la que presenta un comportamiento similar a un sistema de liberacién
retardada, esto se debe a que dicha matriz permite poca liberacién del principio
activo en un pH &acido (similar al estbmago) y a la vez permite una mejor

liberacién de la Riboflavina en un pH basico (similar al intestino delgado) ).

La pectina, como otros polisacéridos, es capaz de atravesar de forma inalterada
la mayor parte del tracto digestivo, caso contrario es el del Starch 1500 el cual al
entrar en contacto con soluciones de acidos fuertes cuyos pH son menores a 4.5
sufre hidrdlisis por lo que se desactivan las cadenas de enlaces glucosidicos a
(1,4), por lo que no llega intacto al intestino. Si se hace referencia a la pectina y
PVP estos producen una interaccion por enlaces de hidrogeno entre los grupos
hidréxido de la pectina y los carboxilos de la PVP; por lo que es de suma
importancia la formacién del hidrogel con hinchamiento pH-dependiente, dado
que la pectina por si sola no resulta en todos los casos totalmente eficaz para
conseguir formulaciones capaces de alcanzar de forma inalterada el tracto

gastrointestinal permitiendo la liberacién del farmaco modelo (Riboflavina).

En base a lo anterior y luego de tener los resultados del analisis estadistico se
demuestra que la matriz 2A es la que mas se adecua al mecanismo mencionado
anteriormente y a la vez relne las caracteristicas que son mas cercanas a un
sistema de liberacién retardado, por poseer los componentes en las
concentraciones que mejores resultados presentaron a lo largo de la

investigacion.

5.6 Determinacion de la cinética de liberacion del principio activo.
Para la determinacion de la cinética de liberacion de Riboflavina de las matrices
(2A y 2B) se realiz6 1 disolucion, utilizando como medio buffer fosfato pH 7.6;

ademas se conservo para dicha prueba los mismos parametros en el equipo
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(temperatura y RPM). Los tiempos de muestreo fueron 5, 15, 25, 35 y 45 minutos

y en ellos se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla N° 34. Resultados de la cinética de liberacion de Riboflavina matriz 2 A.

CINETICA: MATRIZ 2 A

MEDIO: BUFFER pH 7.6

Tiempo mg de PA
transcurridpo (min) Abs (A) Ii%erado In{]enmg 1/in[Ten mg
5 0.006 0.23 -1.470 -0.680
15 0.144 5.45 1.696 0.590
25 0.272 9.91 2.294 0.436
35 0.392 14.82 2.696 0.371
45 0.471 18.01 2.891 0.346

En la tabla N°34 se presentan los resultados de las concentraciones de

Riboflavina tomada a diferentes tiempos de muestreo, ademas se presentan dos

columnas que muestran (In[]) y (1/ In [ ]) valores con los que se determinara el

orden 0, orden 1y orden 2 respectivamente. Con lo anterior se definira la cinética

de liberacién de Riboflavina de la matriz A2 en buffer pH 7.6.

MG)
S e )
N B OO 0 O

CONCENTRACION (
=
o

o N B OO

Cinética: Orden O

y =4.493x - 3.795
R? = 0.9942

5.45

0.23

mg de PA liberado

9.91

25
TIEMPO (MIN.)

Lineal ( mg de PA liberado)

14.82

35

18.01

45

Figura N° 19. Liberacion de Riboflavina ([ ] vs tiempo) contenida en matriz 2A,

ajuste para el modelo de orden 0.
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Cinética: Orden 1

4.000
y =0.9722x - 1.2952
3.000 R?=0.7396 2.294

2.696

2.000

1.000

0.000
45

LN(CONCENTRACION (MG))

-1.000

-2.000
TIEMPO (MIN.)

= | N(concentracion (mg)) Lineal (LN(concentracion (mg)))

Figura N° 20. Liberacion de Riboflavina (In [ ] vs tiempo) contenida en matriz 2A,
ajuste para el modelo de orden 1.

Orden 2

0.800
0 60(}, =0.1834x-0.3377
’ R?=0.3257

0.400
0.200
0.000
-0.200 15 25 35 45

-0.400

LN(CONCENTRACION (MG))

-0.600

-0.800
TIEMPO (MIN.)

——— 1/LN(concentracion (mg)) Lineal (1/LN(concentracion (mg)))

Figura N° 21. Liberacion de Riboflavina (1/In [ ] vs tiempo) contenida en matriz 2
A, ajuste para el modelo de orden 2.

En las figuras N°19, N°20 y N°21 se han representado los resultados

experimentales correspondientes a ([ ] vs tiempo), (Ln[] vs tiempo) y (1/Ln[]vs
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tiempo) respectivamente. En el primer caso para el modelo de orden 0 (Figura
N°19) se observa linealidad en la relacion entre la concentracion de Riboflavina
liberada con respecto del tiempo, esto es evidente ya que el valor de R2=0.9942,
por lo que los resultados experimentales obtenidos para la matriz 2 A demuestran
que el orden de la cinética de liberacibn que mas se apega es el modelo de
orden 0, algo que no sucede en los ajustes para los modelos de orden 1y orden
2 ya que ambos presentan puntos de inflexion al minuto 15 y por lo tanto no se
muestra linealidad constante. Si se analizan sus valores de R? se pone de
manifiesto la escasa correlacion existente entre los resultados experimentales y
el modelo de orden 1 (R2=0.7396) y orden 2 (R?=0.3257). En consecuencia, de
lo anterior, se determind que el modelo propuesto para orden 0, es el mas
indicado para describir el comportamiento de la liberacion de la Riboflavina

contenida en la matriz 2A.

Tabla N° 35. Resultados de la cinética de liberacion de Riboflavina matriz 2B en

buffer pH 7.6
CINETICA: MATRIZ 2 A
MEDIO: BUFFER pH 7.6
tra-lr—llsgsl?rci)do Abs (A) nl]igk])edriollDoA In[]enmg 1/In[]enmg
(min)

5 0.028 191 0.647 1.545

15 0.264 5.98 1.788 0.559

25 0.385 10.33 2.335 0.428

35 0.431 14.73 2.690 0.372

45 0.435 17.12 2.840 0.352

En la tabla N°35 se presentan los resultados de las concentraciones de
Riboflavina tomada a diferentes tiempos de muestreo, ademas se presentan dos
columnas que muestran (In[]) y (1/In[]) los valores con los cuales se determiné
el orden 0, orden 1 y orden 2 respectivamente. Con lo anterior se definié la

cinética de liberacion de Riboflavina de la matriz 2 B en Buffer fosfato pH 7.6.
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Orden O
20
9 =3.917x- 1.737
s y=3. .
= 10 R2=0.9912
o
o 0
<
o 5 15 25 35 45
=2
& TIEMPO (MIN.)
=2
(@]
(@]

= mg de PA liberado Lineal ( mg de PA liberado)

Figura N° 22. Liberacion de Riboflavina contenida en matriz 2 B, ajuste para el
modelo de orden 0.

Orden 1
__4.000
©  y=0.5975x +0.3333
= .000 R? = 0.6481
z
®)
5 0.000
E 5 15 25 35 45
S TIEMPO (MIN.)
z
S
%’—LN(concentracion (mg)) Lineal (LN(concentracion (mg)))

Figura N° 23. Liberacion de Riboflavina contenida en matriz 2B, ajuste para el
modelo de orden 1.

Ordem=23-3686x +13.843

R?=0.5037
__20.000
[G)
= 10.000
5
S 0.000
= 5 15 25 35 45
E -10.000
g TIEMPO (MIN.)
Z
(@]
; 1/LN(concentracion (mg)) Lineal (1/LN(concentracion (mg)))
)

Figura N° 24. Liberacion de Riboflavina contenida en matriz 2B, ajuste para el
modelo de orden 2.
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En las figuras N° 22, N° 23 y N° 24 se han representado los resultados
experimentales correspondientes a [ ] vs tiempo, Ln [ ] vs tiempo y 1/Ln [ ] vs
tiempo respectivamente. En el primer caso para el modelo de orden O (Figura
N°22) a pesar que no se observa completa linealidad en la relacién entre la
concentraciéon de Riboflavina liberada con respecto del tiempo posee un valor de
R? =0.9912 por lo que es el modelo que mejor se ajusta de los resultados
experimentales obtenidos, algo que no sucede los modelos de orden 1 (Figura
N°23) yorden 2 (Figura N°24) ya que ambos presentan valores de R? bastante
bajos, (R?=0.6481) para el modelo de orden 1y (R?2=0.5737) para el orden 2, lo
que refleja la escasa correlacidn existente entre los resultados experimentales y
dichos modelos. Teniendo en cuenta lo anterior se evidencia que el
comportamiento que desarrollaron tanto de la matriz 2A como la 2B para la
liberacion de Riboflavina tiene una cinética de liberacion muy semejante al de

orden O.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

La variedad Citrus aurantium proporciond un rendimiento promedio de
pectina en cada extraccion del 13.3428 %, partiendo de 25 g de material

vegetal seco, utilizando el método de hidrolisis acida para la extraccion.

Luego de realizar las pruebas de identificacion, valoracion de grupos
metoxilos y pérdida por secado establecidas en la USP 37 / NF 32, en

ambos tipos de pectina se cumplen con las especificaciones.

. Al evaluar en el primer experimento el factor uno (diferentes pHs) y el
factor dos (diferentes concentraciones de Starch 1500 y pectina extraida),
la matriz que contiene una concentracion de 41% para ambos
componentes es la que mejor comportamiento presenté en cada medio

de disolucion.

. Al comparar en un segundo experimento la matriz elaborada con pectina
comercial contra una elaborada con pectina extraida en las mismas
concentraciones, la matriz elaborada con pectina extraida (2A) es la que
presento un comportamiento similar a un sistema de liberacion retardada,
debido a la que es la que menor liberacion de principio activo presenta en
un pH similar al estbmago y a la vez mayor liberacion en un pH similar al

intestino delgado.

La cinética de liberacion evidencio que el modelo de orden de reaccién
gue mas se ajusta a los resultados experimentales y permite describir el
comportamiento de liberacion de la Riboflavina en los sistemas

estudiados, es el modelo de orden 0.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la liberacion de Riboflavina,

esta investigacion es prometedora para el posterior avance del desarrollo
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de nuevas formulaciones y seleccion de nuevos excipientes de origen
natural.

El desarrollo de sistemas matriciales con pectina citrica es capaz de
modular la liberacion de farmacos hidrosolubles en distintas zonas del

tracto gastrointestinal.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones realizar la extraccion de pectina en una
hidrdlisis cuyo pH no sea menor a 2, ni a temperaturas mayores de los
90°C, para evitar que se degrade la pectina y no se obtenga el producto

esperado.

Que se desarrollen ensayos utilizando un polimero diferente al Starch
1500, que sea insoluble a pH &cido, de manera que disminuya el
porcentaje disuelto del principio activo a un pH acido y lo favorezca a un

pH basico.

Que se realice el estudio de sistemas de liberacion con matrices,
cambiando la forma farmacéutica de capsula a tableta, para evaluar si el
cambio de forma farmacéutica de las matrices modifica, en alguna

medida, la liberacion del principio activo.

En futuros estudios en los que se contemple la formulacién de sistemas
matriciales con pectina, se sugiere se evallen mayor cantidad de matrices

con diferentes proporciones de pectina.

Que se evallen las matrices en medios de disolucion a pHs que oscilen
en rangos de 1.2 a 7.6, para valorar el comportamiento mas completo de

la disolucién de las matrices.

Llevar acabo en futuras investigaciones un proceso de purificacion y

controles microbioldgicos a la pectina extraida.
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GLOSARIO

Formas farmacéuticas de liberacion modificada (FFLM): preparaciones en
las que la velocidad y el lugar de liberacidn de la sustancia o sustancias activas,
es diferente del de la forma farmacéutica de liberacion convencional

administrada por la misma via. (2

Excipientes: sustancias, aparte de los principios activos, adecuadamente
evaluadas en su seguridad he incluidas en un sistema de administracion de
farmacos, ya sea para ayudar en su procesado, elaboracion, proteccion, soporte,
mejora de la estabilidad, biodisponibilidad, aceptacién por parte de paciente,
ayudar en la identificacion del producto, o realzar cualquier otra cualidad de la
seguridad y de la eficacia del conjunto durante el almacenamiento o uso de las

formas farmacéuticas. (2

Mesocarpo: Constituye la seccion intermedia del futo, en algunos es carnoso,

generalmente es la region comestible. 1

Hidrdlisis: Es un proceso mediante el cual se descompone el agua en sus
elementos constituyentes hidrégeno y oxigeno, por acciéon de la corriente

eléctrica o se rompe una molécula por la accién del agua. @

Pectina grado farmacéutico: Toda pectina obtenida que cumple con

estandares de calidad USP. @

Protopectina: Es una matriz de sustancia péptica que por hidrdlisis da lugar a
la pectina o al &cido pectinico. Protopectina es el término utilizado para describir
las sustancias pépticas insolubles en agua encontradas en los tejidos vegetales

y de las cuales se forman las sustancias pépticas solubles.



Acido galacturdnico: El 4cido D-galacturénico es un monosacarido de 6 atomos
de carbono correspondiente a la forma oxidada de la D-galactosa, por lo que
también. Pertenece al grupo de los azlcares acidos. Es el principal componente
de las pectinas, donde puede encontrarse en forma de acido poligalacturénico.
Presenta un grupo aldehido en el carbono 1 y un grupo carboxilo en el carbono
6. o

Valoracion de saponificacién: La saponificacion es una reaccion quimica entre
un acido graso (o un lipido saponificable, portador de residuos de acidos grasos)
y una base o alcali, en la que se obtiene como principal producto la sal de dicho
acido y de dicha base. Estos compuestos tienen la particularidad de ser
anfipaticos, es decir tienen una parte polar y otra apolar (o0 no polar), con lo cual

pueden interactuar con sustancias de propiedades dispares.

Nomograma: Representacion grafica que permite realizar con rapidez célculos

numéricos aproximados. s
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ly = fluorescence of the Sample solution

Is = fluorescence of the Standard solution

G = concentration of USP Riboflavin RS in the
Standard solution (ug/mL)

Cy = concentration of in the Sample
solution (ug/mL)
Acceptance criteria:” 98.0%-102.0% on the dried basis

IMPURITIES
* RESIDUE ON IGNITION (281): NMT 0.3%
o LiMIT OF LUMIFLAVIN : .
Aicohoi-free chioroform: Shake 20 mL of chioroform
genﬂyb\nﬂworoughlmemmLofmwforSM,
raw off the chloroform layer, and wash twice more

with 20-mL s of water. Finally, pass the chloro-
form th a dry filter , and shake it for 5 min
with 5 anl sodium sulfate. Allow

d'bemixgmntomndlovzh,mddeamorﬁlwme
clear chloroform.

solution: Shake 25 mg of Ribotiavin with 10 mL
of Alcohol-free chioroform for 5 min, and filter.
Blank: Alcohol-free chloroform

lms:remnenw condltlmw _ -
o ey o sy 051
Cell: 1 cm

Analysis

Samples: Sample solution and Blank

’EI?K'A‘I. RoT, Specific Rotation (781S)
. ATION, i i
soiution: 5 mg/mL in 0.05 M carbonate-iree

Mdyﬂs:hyausun the specific rotation within 30 min of
preparation.
-115° to -135°

Acceptance criteria:
« L0s5 ON DRVING (731). Diy 500 mg at 105" for 2 h. it
loses NMT 1.5% of its weight.

ADDITIONAL REQUIREMENTS

* PACKAGING AND STORAGE: Preserve in tight, light-resistant
containers

* USP REFERENCE STANDARDS (11)
USP Riboflavin RS

Riboflavin Injection

» Riboflavin Injection is a sterile solution of Ribo-
flavin in Water for Injection. It contains not less
than 95.0 percent and not more than 120.0 per-
cent of the labeled amount of Cy7H,0N4Os. It may
contain niacinamide or other suitable solubilizers.

Packaging and noml’m in light-resistant, in sin-
ghssle-dose :r’in multipl containers, lg‘e‘llenbly olLType 1
g

USP Reference standards (11)—

USP Riboflavin RS

USP Endotoxin RS

Identification—It responds to the Identification test under
Riboflavin.

Bacterial endotoxins (85)—It contains not more than 7.1
USP Endotoxin Units per mg of riboflavin.

M (791):  bctween 4.5 and 7.0.

Other requirements—It meets the requirements under In-
jections (1).

)ficial from May 1, 2014
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Aul{-—Dilute an accurately measured volume of not less
than 1 mL of Injection to make a solution containing a‘g-
e

Pisey Pepovation proceed s hocied o Bt
ration, as ul I

(481). Cala:lam te the quantity, in mg, of CysH:N.Os in w

mL of the Injection !s:n by the formula:

CA/B)

in which Cis the concentration, in mg per mL, of
Ci7H20N4O¢ obtained for the Assay Preparation, A is the test
specimen dilution volume, in mL, and B is the volume, in
mL, of Injection taken.

Riboflavin Tablets

DEFINITION
Riboflavin Tablets contains NLT 95.0% and NMT 115.0% of
the labeled amount of riboflavin (C;;HzsN.O).

ASSAY
* RIBOFLAVIN AssAY (481

: Transfer a ion of the
A‘fmm’.'v LT 20 finely powdered ‘Faoglueu, equivalent to
20 M? of ribotlavin, to a 250-mL flask, and add 150 mL
of 0.1 N hydrochloric acid. Shake vi , and wash
down the sides of the flask with ient 0.1 N hydro-
chloric acid to ensure that the pH remains below 1.5
during the subsequent period of heating. Heat the mix-
ture on a steam bath, with frequent tion, until the
riboflavin has dissolved, or in an autoclave at 121° for
30 min. Cool, and with vigorous agitation, adjust the
mixture with 1 N sodium hydroxide to a pH of 5-6.
Transfer to a 1000-mL volumetric flask, and dilute with
water to volume, If the colution is not dear, filter
through paper known not to adsorb riboflavin. Dilute
an aliquot of the clear solution with water to a final
volume that contains 0.1 pg/mL of nibofiavin.
: Proceed as directed in the chapter.
Calculate the tage of the labeled amount of ribo-
flavin (C/H. s) in"the portion of Tablets taken:

Result — (iu/t x (C/Cu) = 100

Iy = corrected fluorescence value from the Assay
preparation

Is = corrected fluorescence value from the
Standard Preparation

G = concentration of USP Riboflavin RS in the
Standard Preparation (ug/mL)

G = n:r‘ninnl comenmﬁ(:n/ Sboﬂavin in the

preparation (ug/m
Acceptance " 95.0%.115.0%

PERFORMANCE 1ESTS
« DissoLumion (71T)
Medium: Watu(;)%OmL

#pmuz: 5
me: 45 min L

Standard solution: Known concentration of USP Ribo-
flavin RS in Medium

Sample mlutiom'y - p Fllteredm t;;'eoﬂion of the solution under
test, suitably diluted wa! Medium If necessary

Mobile : A mixture of methanol, glacial acetic
acid, and water (27:1:73) containing 1.40 mg/mL of so-
dium 1-hexanesulfonate
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i
wmﬁ‘ ), System Suitability.)

Detector: UV 280 nm
Column: 3.9-mm x 30-cm; packing L1
Flow rate: 1 mL/min
ln{ecﬂon size: 10uL
me Standard solution
Suitability

ents
Relative standard deviation: NMT 3.0%

Chle it o et o s SIS S o 10
Result = (ru/rs) x (G x D x V/L) x 100

fy -pedmdvinﬁmhunmmk

[ -peakmolrboﬂavinhmthesmndard

[ = c&ovh&l;omnon of USP Riboflavin RS in the

Standard solution mL)
D = dilution factor for
Y = volu of Medium

* UNIFORMITY OF Dosmlhlnm: Meet the
requirements

ADDITIONAL REQUIREMENTS
» PACKAGING AND STORAGE: Preserve in tight, light-resistant

containers.
* USP REFERENCE STANDARDS (1 1)
USP Riboflavin RS

Riboflavin 5-Phosphate Sodium

i

c.;H»Nm:o.r 2H;,0 514.36

Ci7H20NN 478.33
R-boﬂlvin 5’-(d|hydrogen phosphate), monosodium salt,

:mnc.‘. {sodium hydrogen phosphatc), dihyd
[130-40-

5],

DEFINITION

Riboflavin 5’-Phosphate Sodium contains NLT the equivalent
of 73.0% and NMT the equivalent of 79.0% of ufhvh
(Ci7H20N4Oy), calculated on the dried basis.

IDENTIFICATION
* A. COLOR AND FLUORESCENCE OF SOLUTION
solution: 0.01 mg/mL in water

m—‘ to transmitted light and
2

low by transmitted Iight, and ll exhig:x an intense yel-

lowish green fluore: long-
wavelength UV Ilah( that disappeus uoon the addition
of mineral acids or alkalies.

Official from May 1, 2014
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B. IDENTIRICATION Sodit 191) and Phos-
phmﬂ) TION TESTS—GENERAL, Sodium (191) and Phos

solution: To 0.5 g add 10 mL of pitric acid.
Evaporate the mixture on a water bath to dryness, and
nite the residue until the carbon is removed. Dissolve
e residue in 5 mL of water, and filter.
Acceptance criteria: The Sample solution meets the
requirements.

ASSAY

[NoTe—Conduct the assay so that aii soiutions are pro-
nmdﬁana:ﬂnkugh a all stages, prefenblybyw

h\glov&actimcg

Standard solution: 035 'mL prepared as follows.
of USP RSunZSO-mLcom-
0ml.olpyndinemd75mldwaler
mddissdvemeriboﬁavinbyfvequem ng. Transfer
the solution to a 1000-mL volumetric flask, and dilute
with water to volume. Iranster lOOmLonrusmluuon

to a second 1000-mL volumetric fi

N sulfuric acid (about 4 mL) so that ﬂnd

solution is between 5.9 6.1, and dilute watet
to volume.

Sample solution: Transfer 50 mg of Riboflavin 5’-Phos-
phate Sodium to a 250-mL conical flask. Add 20 mL of
nennd?SmLofwaw and dissolve the riboflavin
'nquu\t king. ransterthesoluuontoa'looo-mL
volumetric flask, and dilute with water to volume.
TransfeerrnLdmssokmonwasecondlooo-ml
metric flask, add sufficient 0.1 N sulfuric acid
(about 4 mL) so that the final pH of the solution is be-
tween 5.9 and 6.1, and dilute with water to volume.
Blank: Proceed as directed in the Analysis, omitting the

test specimen.
Instrumental conditions

See Spectroph and Light-Sc g (851).
aﬂode: Flucrescence Ha i
Excitation : 440 nm

Emission : 530 nm

Analysis L

: Standard solution, Jution, and Bk

Determine the maximum fluorescence intensities of the
solutions a the Blank.

Calculate J)en:en tage of riboflavin (Ci7H20N.Og) in
e purlion ol Ribuflavin 5-Phusphiate Sudium taken:

Result = (lu/ls) x (C/Cy) x 100

Iy = fluorescence intensity from the Sample solution
Is = mm“ intensity from the Standard

G = concentration of USP Riboflavin RS in the
Standard solutbn (1 lmL)
5‘-Phosphau

Cy ooncemn
Mcepumecrl\crla 730%-790960n$¢gdﬁedbm

<, )

IMPURITIES
« FREE PHOSPHATE
Acid Prepare a 70-mg/mL solution
of ammonium moM:date in water. Dilute 25 mL of this
solution with water to 200 mL. To this dilution slowly

add 25 mL of 7.5 N sulfuric acid.
Ferrous sulfate solution: lOOmg/mL of ferrous sulfate
mUIaNsummc greplred Just before use
dard pg/mL of monobasic potas-
sium phosphatz in waur
Sm : 3 mg/mL of Riboflavin 5-Phosphate
in water
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Chromatographic system—Proceed as directed in the As-
say, except to chromatograph the Standard solution.

Procedure—Separately inject equal volumes (about 20 ul)
of a portion of the solution under test, previously g;med
through a suitable 0.45-um membrane filter, and the Stan-
dard solution into the chromatograph, record the chromato-
grams, and measure the responses for the major peaks. Cal-
culate the quantity of CysHxFNO; dissolved based on the
peak responses obtained from the solution under test and
the Standard solution.

Tolerances—Not less than 80% (Q) of the labeled amount
of CisHxFNO,; is dissolved in 60 minutes.

Uniformity of dosage units (905): meet the require-
ments.

PROCEDURE FOR CONTENT UNIFORMITY—

Buffer solution, Mobile phase, and Chromatographic sys-
tem—Proceed as directed in the Assay.

Standard solution—Use the Standord preparation, pre-
pared as directed in the Assay.

Test solution—Place 1 Tablet in a suitable volumetric flask,
and add a volume of a hydrochloric acid selution (7 in
1000), equivalent to about 25% of the flask volume. Allow
the Tablet to disintegrate, dilute with methanol to volume,
and mix to obtain a solution containing about 0.1 mg of
paroxetine per mL. Centrifuge a portion of the solution.

Procedure—Proceed as directed in the Assoy. Calculate
the quantity, in mg, of CisH20FNO; in the Tablet taken by
the formula:

VC;(329.37/365.83)(ru/ 15)

in which V is the volume of the flask used; C; is the concen-
tration, in mg rdpe( ml, of USP Paroxetine H loride RS
in the Standard solution; 329.37 and 365.83 are the molecu-
lar weights for paroxetine and paroxetine hydrochloride, re-
spectively; and ry and r; are the peak responses obtained
from the Test solution and the Standard solution, respectively.
Assay—
Buffer solution—Prepare a mixture of water, phospharic
acid, and triethylamine (100:0.6:0.3).

Mabile phase—Prepare a filtered and degassed mixture of
Buffer solution and acetonitrile (7:3). Make adjustments if
Pﬁezc‘legary (see System Suitability under Chromatography

Standard preparation—Dissolve an accurately weighed
quantity of USP Paroxetine Hydrochloride RS in methanal,
and dilute quantitatively, and stepwise if necessary, with
methanol to obtain a solution having a known concentra-
tion of about 0.1 mg per mL.

Assg eﬁ:aration—Wei h and finely powder not fewer
than ZJ ]E:b ets. Transfer agn ar.curaleﬁ? \Edjhed portion of
the powder, equivalent to about 100 paroxetine, to a
200-mL volumetric flask, dissolve in and dilute with metha-
nol to volume, and mix. Centrilul?e atﬁom'on of this solu-
tion for 6 minutes. Transfer 20 mL of the supernatant to a
100-mL volumetric flask, dilute with methanol to volume,
and mix.

Chromatographic system (see Chromat hy (621))—The
liquid chromatograph is equipped with a 295-nm detector
and a 4.6-mm x 3.3-cm column that contains 3-um packing
L7. The flow rate is about 2.0 mL per minute. Chromato-
graph the Stondard ration, and record the peak re-
sponses as directed for Procedure; the column efficiency is
not less than 750 theoretical plates; the tailing factor is not
more than 4; and the relative standard deviation for repli-
cate injections is not more than 2.0%.

Procedure—Separately inject equal volumes (about 5 pl)

Official Monographs / Pectin 4199

tity, in |_per-:ent of tablet label claim, of paroxetine
(CisHzFNOs) in the portion of Tablets taken by the formula:

100(C; / Cu)(329.37/365.83)ru [ 1))

in which C; is the concentration, in mg per mL, of USP
Paroxetine Hydrochloride RS in the Standord preparation; Cy
is the nominal concentration of f&aroxer.ine, in mg per mL,
based on the tablet label claim, in the Assay preparation;
329.37 and 365.83 are the molecular weights for paroxetine
and paroxetine hydrochloride, respectively; and ry and r; are
the peak responses obtained from the Assay preparation and
the Standard preparation, respectively.

Pectin

LU N

Pectin [9000-69-5].

E“!Nmm‘ ified carbohyd I isti inly
ectin is a purified carbohydrate er consisting main|
of a tlneaeubackbone of )éaﬂlallg?:\’:{'hox lated aI%ha (1-4)
linked p-galacturonic acid. It is obtained from the dilute
acid extract of the rind of citrus fruits or from apple pom-
ace. No organic solvents other than methanol, ethanol,
and isopropanol are used during its production. Pectin
jelds NLT 74.0% of galacturonic acid (CsH10O5), calcu-
ted on the dried basis.

[NoTe—Commercial pectin for the production of jellied food
products is standardized to the convenient “150 jell
grade” by addition of dextrose or other sugars, a
sometimes contains sodium citrate or other buffer salts.
This monograph refers to the pectin to which no such
additions have been made.]

IDENTIFICATION
* PROCEDURE
Sample stock solution: Transfer a quantity of Pectin,
equivalent to 0.05 g on the dried basis, to a suitable
container, and moisten with 250 ul of 2-propanol. Add
50 mL of water to the container, and mix the solution
using a magnetic stirrer. Use 0.5 N sodium hydroxide
to adjust the pH of the solution to 12, stop the stirrer,
and allow the solution to stand undisturbed at room
temperature for 15 min. Adjust with 0.5 N hydrochloric
acid to a pH of 7.0, and dilute with water to 100 mL.

Tris buffer solution: Transfer 6.055 g of tris(hydrox-
yimethyl)aminomethane and 0.147 g of calcium chlo-
ride (CaCl; - 2H,0) to a 1000-mL volumetric flask con-
taining 950 mL of water. Adjust with 1 N hydrochloric
acid to a pH of 7.0, and dilute with water to volume.

Enzyme solution: Mix pectate lyase' with Tris buffer so-
lution to make a solution (1 in 100).

Sample blank: Mix 0.5 mL of Tris" buffer solution, 1.0 mL
of Sample stock solution, and 1.0 mL of water in a
quartz cuvette.

Enzyme blank: Mix 0.5 mL of Tris buffer solution,

1.5 mL of water, and 0.5 mL of Enzyme solution in a
quartz cuvette,

Sample solution: Mix 0.5 mL of Tris buffer solution,

1.0 mL of Sample stock solution, 0.5 mL of water, and
0.5 mL of Enzyme solution in a quartz cuvette.

of the Standard preparation and the Assay prep n into
the chromatograph, record the chromatograms, and meas-
ure the responses for the major peaks. Calculate the quan-

Official from May 1, 2014

' A suitable pure enzyme is available from azyme International freland
Ltd., Bray Business Park, Bray, Co. \M(khﬂmlld (www.megazyme. com).

Copyright (c) 2013 The United States Pharmacopeial Convention. All rights reserved.
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Analysis
Samples: Sample blank, Enzyme blank, and Somple
solution

Perform the test with the Samples using a suitable
UV/visible spectrophotometer (see atometry
and Light-Scatt (851)) and using water as a blank.
Measure the absorbance at 235 nm immediately after
mixing the solutions well, and record the value at time
0 for the Enzyme blank, Ags; for the 5
Aprs; and for the Sample solution, Asrs. incubation
at room temperature for 10 min, determine the ab-
sorbance again at 235 nm fof the Enzyme blank, Ajo.es
for the blank, Ao.r; and for the Sample solu-
tion, Asers. ulate the corrected absorbance 4 at
time 0 and the corrected absorbance 4o at 10 min:

Ao = Aars = (Asm + Asmi)

Ao = Avars = (Aroen + Arors)

Calculate the quantity of unsaturated product
produced:

Result = (A1s = Ag)/(E23s % L)

= molar extinction coefficient of the reaction
product (4600 M- - cm)
L = path length of the reaction cuvette, 1 cm
Acceptance criteria: The amount of unsaturated prod-
uct is NLT 0.5 = 105 M.

Ens

to a suitable beaker, and
stir for 10 min with a mixture of 5 mL of hydrochlaric
acid and 100 mL of 60% alcohol. Transfer to a sintered-
glass filter (30- to 60-mL crucible or Biichner l'me
coarse), and wash with six 15-mL portions of f'\z
drochloric acid-60% alcohol mixture, followed by 60%
alcohol until the filtrate is free from chlorides. Finally
wash with 20 mL of alcohol, dry for 1 h at 105°, cool,
and weigh. Transfer exactly one-tenth of the total net
weight of the dried Sai (representing 500 mg of the
origmal unwashed Sample) to a 250-mL conical
and moisten with 2 mL of alcohol. Add 100 mL of car-
bon dioxide-free water, insert the stopper, and swirl oc-
casionally until the Pectin is completely dissolved. Add
5 drops of ghennlphrhalein TS, and titrate with 0.1 N
sodium hydroxide V5. Perform a blank determination,
and make any necessary correction. the results
d make r{ ion. Record th I
as the initial titer, ¥, (mL). Add 20.0 mL of 0.5 N so-
dium h ide VS, insert the stopper, shake vigor-
ously, and allow to stand for 15 min. Add 20.0 mL of
0.5 N hydrochloric acid V5, and shake until the pink
color disappears. Add phenolphthalein T5, and titrate
with 0.1 N sodium hydroxide VS to a faint pink color
that persists after vigorous shaking. Perform a blank de-
termination, and make any necessary correction. Record
this value as the saponification titer, Vs (mL). Calculate
the degree of esterification:

Result = [Ve/(Vi + Vg)] x 100

Vi = saponification titer (mL)

Vi = initial titer (mL,

Acceptance criteria: The value for Degree of Esterifica-
tion is within the range stated on the label.

* GALACTURONIC AciD: Each mL of 0.1 N sodium hydroxide
used in the total titration (the initial titer added to the
saponification titer) in the Assay for of Esterification
is equivalent to 19.41 mg of C;H,,0;. Calculate the per-
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ce{ltage of galacturonic acid in the portion of Pectin
taken:

Result = 19.41 x [(Vi + V)/W] x 100

] = initial titer (mL)

Vs = saponification titer {mL)

w = weight of the original unwashed and dried
Pectin taken to prepare the solution for
titration {rngg‘

Acceptance criteria: NLT 74.0%

* MeTHoxy Groups: Each ml of 0.1 N sodium hydroxide
used in the saponification titer in the Ass_aé for Degree of
Esterification is equivalent to 3.10 mg of ~OCH;. Calculate
the p:ﬂ:entage of methoxy groups in the portion of Pec-
tin taken:

Result = 3.10 = (Vo/W) = 100
= saponification titer (mL)

= weight of the original unwashed and dried
Pectin taken to prepare the solution for

Vs
w

titration (m%
Acceptance criteria: The percentage of methoxy
groups is within the range stated on the label.

IMPURITIES
* ARSENIC, Method Il (211): NMT 3 ppm
* LEAD

Standard stock solution: 1000 pg/mL of lead. [NoTE—
Use a commercially available certified solution.]

Standard solution: 2 ug/ml of lead, prepared immedi-
ately before use by pipetting 0.10 mL of Standard stock
solution into a 50-mL volumetric flask containing 30 mL
of water, 4 mL of 20% hydrochloric acid, and 4 mL of
0.1 M EDTA, Dilute with water to volume, and mix,

Reference solution: 0.4 glg!mL of lead, prepared by
pipetting 5.0 mL of the Standard solution into a 25-mL
volumetric flask containing 10 mL of water, 2 mL of
20% hydrochloric acid, and 2 mL of 0.1 M EDTA. Dilute
with water to volume, and mix.

S le solution: Transfer 2.0 g of Pectin to a clean,
100-mL glass beaker, add 25 mL of 70% nitric acid,
cover with a watch glass, and heat at low to moderate
heat on a hot plate in a fume hood for 2 h. Remove
the watch glass, and continue to heat until the sample
is dry with no visible fumes. Add 0.5 mL of 70% nitric
acid, and heat to dryness. Cool to room temperature,
and add 2 mL of 20% hydrochloric acid and 2 mL of
0.1 M EDTA. Quantitatively transfer the solution to a
25-mL volumetric flask, dilute with water to volume,
and mix.

Blank solution: Add 30 mL of water, 4 mL of 20% hy-
drochloric acid, and 4 mL of 0.1 M EDTA into a 50-mL
volumetric flask. Dilute with water to volume, and mix.

Analysis: Lead is determined using an inductively cou-

led plasma-atomic emission sgectmmeter (ICP-AES)
see Spectrochemistry {730)) by measuring the
emission at 220.35 nm wlt?i’ the settings optimized as
directed by the manufacturer, Instrument performance
must be verified to conform to the manufacturer’s spec-
ifications for resolution and sensitivity. Before analyzing
samples, the instrument must pass a suitable perfor-
mance check. Calibrate the instrument with the Blank
solution and the Standard solution. Then analyze the Ref-
erence solution and the solution.

Acceptance criteria: The concentration in the Sample
solution is NMT that in the Reference solution, corre-
sponding to NMT 5 ppm of lead.

Dioxiog, Method V (525)

Sample: 100g

Analysis: Suspend the Sample in 500 mL of methanol,
then transfer this mixture to the flask (C). Prepare a
mixture of 20 mL of hydrochloric acid and 10 mL of
water, and transfer it to the separatory funnel (B). Add

Copyright {c) 2013 The United States Pharmacopeial Convention. All rights reserved.
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+ Loss oN DRYING (731)
Analysis: Dry a sample at 105° for 3 h.
Acceptance criteria: NMT 10.0%

ADDITIONAL REQUIREMENTS
*+ PACKAGING AND STORAGE: Preserve in tight containers,
Store in a cool and dry place.

LABELING: Label it to indicate whether it isofa&pie or of
citrus origin. Label it to indicate the range of the degree
of esterification and the range of the percentage of
methoxy dgroudps. The labeling also indicates the presence
of sulfur dioxide if the residual sulfur dioxide concentra-
tion is greater than 10 ppm,

.

TR

* USP REFERENCE STANDARDS (11)

*ausesr
USP 2-Butanal RS

USP Methyl Alcohol RS
USP 2-Prapanol RS

e

Penbutolol Sulfate

o.\;{:“ﬁ 4N,

CI.H”NOEJ%I:(ZJSD‘ 630.9;*1 PR .
ey Ltk lochel 1-dimet
(S)all“ ?o.-]r-.'am' s %?2%' (iallu. s "EU'VOI
e am open :
Caate (213 (5ol ) 363653257, Prenom-2-propan

» Penbutolol Sulfate contains not less than

98.0 percent and not more than 102.0 percent of
(C1sH2sNO;); - H;504, calculated on the anhy-
drous basis.

Packaging and storage—Preserve in tight, light-resistant
containers.

USP Reference standards (11)—

USP Penbutolol Sulfate RS

Identification—

A: Infrared Absorption (197M). :

B: A solution (10 mg per mL) responds to the tests f
Sulfate (191},

Loss on llryin? gz'r)—nry it at 105° for 3 hours: it loses
not more than 1.0% of its weight.

Residue on ignition (281):
Specific rotation (7815):
termined at 20°.

Test solution: 10 mg per mL, in methanol.
Chromatographic purity—

Orggm'c ase—Prepare a mixture of methanel and ace-
tonitrile (610:390). Make adjustments if necessary (see Sys-
tem Suitability under Chromatography (621)).

Agqueous phase—Dissolve 11 g of sodium 1-heptanesulfon-
ate in 1000 mL of water, add 5.0 mL of triethylamine, adjust
with phosphoric acid to a pH of 2.70 £ 0.05, and filter
through a filter having a porosity of 0.5 um or finer. Make
adjustments if necessary (see System Suitability under Chro-
matography (621}).

Solvent mixture—Prepare a mixture of Organic phase and
Aqueous phase (600:408;. g

not more than 0.2%.
between -22° and -26°, de-

Official from May 1, 2014

. Assay—
o
ton

UsP 37

Test solution—Transfer about 50 mg of Penbutolol Sulfate
to a 25-ml volumetric flask, dissolve in and dilute with Sol-
vent mixture to volume, and mix,

Diluted test solution—Transfer 1.0 mL of the Test solution
to a 100-mL volumetric flask, dilute with Solvent mixture to
volume, and mix,

Chromatographic system (see Chromat y (621)}—=The
liquid chmr:gatograph is equi with :%,}?ﬁlnm detector,
a preinjection guard column that contains packing L4, and a
4.6-mm x 25-cm analytical column that contains packing L1
and is maintained at a constant temperature between ambi-
ent and 40°, and is programmed to provide variable mix-
tures of Organic phase and s phase. Before each injec-
tion, the system is equilibrated with a mobile phase
consisting of a mixture of 60% Organic phase and 40%
Aqueous phase. After each injection, this composition of the
mobile phase is maintained for 15 minutes, then the propor-
tion of Organic ﬁ:tase is increased linearly over the next
20 minutes so that the mobile phase consists of 80% Or-
ganic phase and 20% s phase. The proportion of Or-
ganic phase is then decreased to 60% over 1 minute. The

ow rate is about 1 mL per minute. Chromatograph the Di-
luted test solution, and record the peak responses as directed
for Procedure: the resolution, R, between the penbutolol
peak and any impurity peak is not less than 1.5, and the
giling I;actur is not more than 2, when calculated by the

rmla:

Wai / 2f

in which Wo, is the width of the peak at 10% of peak
height.

Procedure—[NOTE—Use peak areas where peak responses
are indicated.] Sepame? &::u equal volumes (about 20 ul)
of the Solvent mixture, the Test solution, and the Diluted test
solution into the chromatograph, and measure the peak re-
sponses for all the peaks. Calculate the percentage of each
;I'Idi\-’il::ldl impurity in the Penbutolol Sulfate taken by the
ormula:

rf

in which r,is the peak response for an individual impurity in
the chromatogram of the Test solution, and r is the penbu-
tolol peak response obtained from the Diluted test solution:

not more than 1.2% of any impurity is found.

rﬁam‘c hase—Prepare a mixture of methanol and ace-
itrile (610:390), Make adjustments if necessary (see Sys-
tem Suitability under Chromatography (621}).

Aqueous phase—Dissolve 11 g of sodium 1-heptanesulfon-
ate in 1000 mL of water, add 5.0 mL of triethylamine, adjust
with phosphoric acid to a pH of 2.70 % 0.05, and filter
through a filter having a poraesity of 0.5 pm or finer, Make
adjustments if necessary (see System Suitability under Chro-

matography (621}).

Mobile repare a mixture of Organic phase and
Agueous phase (650:350). Make adjustments if necessary
(see System Suitability under Chromatography (621)).

Internal standard solution—Prepare a solution of 3,4-
dimethylbenzophenone in Mobile phase containing about
0.01 mg per mL.

Standard pnegaration—Transfer about 24 mg of USP Pen-
butolol Sulfate RS, accurately weighed, to a 100-mL volu-
metric flask, dissolve in and dilute with Internal standard so-
lution to volume, and mix.

Assay preparation—Transfer about 24 mg of Penbutolol
Sulfate, accurately weighed, to a 100-mL volumetric flask,
dissolve in and dﬁute with internal standard solution to vol-
ume, and mix.

Chromatographic system (see Chromat {621))}—The
liquid chromatograph is equipped with ao%? -nm detector

Copyright (c) 2013 The United States Pharmacopeial Convention. Al rights reserved



ANEXO N° 3. VOUCHER DE LA IDENTIFICACION DE Citrus aurantium

Z‘Z MINISTERIO
*ev+" | DECULTURA

Ingeniero Sergio Armando Maravilla ;
Jefe Quimico y Profesor Universitario I1I
e ) _{

Por este medio hago constar que la muestra recolectada en la Finca
Rita Almendro, Municipio Santiago Nonualco, Departamento La Paz, 16 de febrero
de 2019, por Claudia Grande Coreas y Juana Cecilia Romero con caracteristicas
&Arboldemﬁuwsmadmm.enhcudnmhyehmlnjmdeNmmMm\
naranja agria. Con dicha informacién y al examinar la muestra se determina que pertenece
laupecxe Citrus aurantium L. de la familia Rutaceae, la cuil depcandaenhc ece
nacional del herbario MHES del Museo de Historia
de Voucher J. Menjivar et 2/5142.

, Cantén Santa

Para los usos que estime conveniente se extiende la presente constancia de identifie:
muestra botinica a los 14 dias de octubre del afio 2019.

i

Direccién General de Patrimonio Cultura y natural - Direccién de M -M de Historia
Natural de El Salvador
Teléfonos (503) 2270 9228, 2270 1387; muhnes@cultura.gob.sv
www.cultura.gob.sv




ANEXO N° 4
PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE REACTIVOS



Cristaleria

-Balon volumétrico de 2000.0 mL y 1000mL
-Balén volumétrico de 500.0, 100.0 y 10.0 mL
-Beakers de 500mL, 1000 mL y 2000 mL
-Agitadores de vidrio

Equipo

pH — metro

-Balanza analitica

-Estufa

-Desecador

-Ultrasonido

Reactivos

-Hidréxido de Sodio

-Fosfato monobasico de potasio

- Fenolftaleina

-Acido clorhidrico concentrado

-Cloruro de potasio

-Agua desmineralizada y agua libre de CO:>

-Solucién Amortiguadora de Acido Clorhidrico (pH 1.2)



Colocar 250 mL de la solucion de cloruro de potasio 0.2M en un matraz
volumétrico de 1000 mL, agregar 425mL de la solucién de &cido clorhidrico 0.2M,
con un pH-metro corroborar que el pH de la solucién sea de 1.2 si no lo es
agregar gota a gota mas solucién de acido clorhidrico 0.2M hasta llegar al pH
deseado, luego llevar aforo con agua.

-Cloruro de Potasio, 0,2 M
Disolver 14,91 g de cloruro de potasio (KCI) en agua y diluir con agua hasta 1L.

-Acido clorhidrico 0.2M

Colocar en un balén de 1000mL aproximadamente 500mL de agua y adicionar
acido clorhidrico concentrado 1.67 mL (realizar calculo segin porcentaje de
pureza del &cido), llevar aforo con agua.

-Fenolftaleina SR

Disolver 1 g de fenolftaleina en 100 mL de alcohol.

-Hidroxido de sodio 0.5M

Colocar en un balén volumétrico de 1 L aproximadamente 500mL de agua libre
de dioxido de carbono, adicionar a continuacion exactamente 20 gramos de
hidroxido de sodio en perlas y llevar a volumen con agua libre de diéxido de

carbono.

-Hidroxido de sodio 0.2M

Colocar en un baldn volumétrico de 1 L aproximadamente 500mL de agua libre
de dioxido de carbono, adicionar a continuacién exactamente 8 gramos de
hidroxido de sodio en perlas y llevar a volumen con agua libre de diéxido de

carbono.

- Buffer fosfato pH 7.6 (Fosfato de potasio monobasico)



PM = 136.09 g / mol y formula: KH2PO4

V =1 litro

M=02M

Gramos =1 Litro X 0.2 M X 136.09 g/ mol = 27.22 g

Para obtener 2L de fosfato de potasio monobasico 0.2M: disolver 54.44g de

Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) en aguay llevar a volumen en un balén

volumétrico de 2000.0 mL con el mismo solvente.

La USP establece las cantidades aproximadas de las soluciones que deben

colocarse para la elaboracion del buffer fosfato de potasio monobasico las cuales

son:
Tabla N° 36. Cantidades de NaOH para la elaboracion de buffer fosfato de potasio
monobasico.
Volumen de KH2PO4 0.2 M
pH Volumen de NaOH 0.2 M (mL)
(mL)

6.8 50 23.60

7.0 50 29.54

7.2 50 34.90

7.4 50 39.34

7.6 50 42.74

7.8 50 45.17

8.0 50 46.85

Nota: estas expresiones las establece la USP para obtener soluciones de un

volumen de 200mL.

En base a lo anterior se calcula el dato exacto en mL que debe colocarse de

Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) e hidroxido de sodio para obtener

6000mL de solucién de buffer fosfato para las disoluciones a realizar:




Célculos respectivos:

Cantidad necesaria de solucion de fosfato de potasio 0.2 M:

50.0 ml de s/n de Fosfato de potasio — > 200.0 ml Buffer Fosfato
X — > 6000.0 ml Buffer Fosfato

X=1500.0 ml de fosfato de potasio monobasico al 0.2M

Cantidad especifica de Hidroxido de sodio 0.2 M para obtener pH 7.6:

42.74 mL de NaOH 0.2M — 200.0 mL Buffer Fosfato
X — 6000.mL Buffer Fosfato

X=1282.2mL de NaOH 0.2M
Procedimiento de preparacion de Buffer fosfato pH 7.6

1. Incorporar 1500.0 mL de fosfato monobasico 0.2M en un recipiente de
capacidad de 6000.0mL

2. Medir 1282.2 ml de NaOH 0.2 M

3. Incorporar los 1282.2 mL de NaOH. 0.2 M al recipiente de 6000.0 mL de

capacidad que contenga el fosfato y luego agitar.

4. Medir el pH con ayuda de un pH-metro previamente calibrado.

5. Luego ajustar el pH de la solucion con NaOH 0.2 M hasta obtener un pH 7.6
6. Llevar aforo la solucion con agua destilada.

8. Homogenizar y luego verificar pH.

9. Etiquetar y almacenar.



ANEXO N° 5
MATERIALES Y EQUIPOS



Cristaleria

-Balén volumétrico de 500, 2000 y 1000 mL
- Balon volumétrico de 50, 100,1000 Ml
- Pipeta volumétrico 1y 2 mL

- Probeta de 10,25,100 mL

- Papel filtro Whatman # 1

- Beaker de 250mL

- Beakers de 500mL

- Beakers de 1000 mL

- Agitadores de vidrio

- Jeringas de 10 mL

- Vidrio reloj.

- Espatula

- Tamiz

Equipo

-pH — metro

-Balanza semi- analitica

-Estufa

-Desecador

- Balanza analitica de 5 digitos



- Disolutor Erweka DT6
-Espectrofotdmetro ThermoFischer Scientific Genesys 10S UV-VIS.

-Bafio ultrasonido VWR (Modelo 97043-988)
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ANEXO N° 6.

f—
/' 1. Limpieza del fruto
A.TRATAMIENTO 2. Pelado
PREVIO : 3. Extraccion el jugo
4. Molienda
~—

< _
5. Hidrdlisis

6. Centrifugacion
B. EXTRACCION 7. Separacion del sobrenadante
DE PECTINA .
8. Precipitacion
9. Centrifugado y filtrado
\ 10. Secado y trituracion
N—

Figura N° 25. Procedimiento general para la extraccion de pectina.



ANEXO N° 7.

HIDROLISIS: Afadir 1 Lt de agua a pH 1.5 Calentar esta solucion a 60°C

Pesar 25g de material vegetal durante 60 minutos con
agitacion constante

SEPARACION DEL LIQUIDO .

SOBRENADANTE: CENTRIFUGACION: Colocar la solucién en un

Decantar el liquido Transferir la solucién ultrasonido y sonicar por

sobrenadante y colocar en un resultante de la hidrdlisis a min

vaso de precipitado de 1000 mL  tubos falcon para centrifugar

y enfriar a temperatura de 15°C. a 1000 rpm durante 10
. - minutos.

PRECIPITACION: CENTRIFUGACION: FILTRADO:
Agregar un volumen del 60% de Transferir la solucién Filtrar el liquido sobrenadante
etanol con respecto a la precipitada a tubos falcon y con ayuda de un colador
solucion obtenida en el proceso centrifugar a 1000 rpm cubierto con gazas.
de hidrdlisis y dejar en reposo durante 10 min.

por una hora.

SECADO Y TRITURACION:
Secar la pectina hiumeda en
horno a 40 °C, durante 24

horas y triturar. Pectina Pectina en Pectina seca
humeda proceso de
secado

Figura N° 26. Procedimiento para la extraccion de pectina (hidrdlisis acida).



ANEXO N° 8.

Calentar 1g de pectina con 9mL de agua. Adicionar 10mL de etanol
Acidificar con &cido clorhidrico 3N y se A 5 mL de la solucién de pectina, se agreg6 1
mezclar. mL de Hidroxido de Sodio 2N

- " .

Figura N° 27. Procedimiento para la prueba de identificacion de las pectinas.



ANEXO N° 9.

Calentar la solucion Lavar con 6 porciones con la
Pesar 5.0g de pectina muestra por 10 minutos mezcla (HCL y etanol)
con &cido clorhidrico y
filtrar

Humedecer con 2 mL de Pesar 3 muestras de Lavar con 20 mL de alcohol y
alcohol y agregar 100 mL de 500mg de pectina secar por una hora a 105 °C

5 gotas de fenolftaleina y Agregar 20 mL de NaOH Agregar 20 mL de HCL 0.5N
titular con una solucién de 0.5 N. VS, dejar reposar 15 VS
NaOH 0.1 N VS min

Agregar 3 gotas de
fenolftaleina TS y valorar con
solucion de NaOH 0.1N VS

Figura N° 28. Procedimiento para la prueba de valoracion de grupos metoxilo.



ANEXO N° 10.

Tarar las cpsulas de Dejar enfriar las capsulas en Pesar las capsulas de
porcelana a 105°C por 30 un desecador por porcelana (anotar su peso) y
min. aproximadamente 15 min. pesar 1 g de muestra

Pesar las capsulas con la Transcurrido el tiempo de Colocar las capsulas en la
muestra seca y anotar le secado transferir las estufa a 105°C por 3 horas.
peso. céapsulas con la muestra

seca a un desecador.

™

T235834 4

Figura N° 29. Procedimiento para la realizacién de la prueba de pérdida por secado.



ANEXO N° 11.

|

L dpwadas N7 000 F . .

»»»»»

TIPO DE CAPSULAS A UTILIZAR

U : b ] W
Volumenes en mi

=

Figura N° 30. Nomograma para determinacion del nimero de capsula.



ANEXO N° 12.

Tabla N° 37. Determinacién del tamafio de capsulas.

Tamafio de capsulas Volumen (mL) Masa (mg)
00 0.95 570 a 1140
0 0.60 400 a 816
1 0.50 300 a 600
2 0.37 222 a 444
—_— 3 0.30 180 a 360
4 0.21 126 a 252




ANEXO N° 13.

Tabla N° 38. Disefio de vifieta utilizada para la identificacion en los ensayos

Desarrollo de matrices

Nombre del ensayo: Liberacion Retardada
Riboflavina
. Pectina
Nombre del producto: Starch 1500®
PVP
Cabdigo de Matriz: 2A

Karla Jordan /

Ensayo realizado por: .
4 P Karen Ferman

Responsable del producto: | Ing. Sergio Armando Maravilla

Cantidad apesar: | = —ee—ee-

Cantidad real pesada: | = -




ANEXO N° 14.

Pesar cada materia prima por separado Calentar agua destilada por 10 min hasta
(Riboflavina, Starch 1500, pvp, pectina temperatura de 60°C, esta sirvi6 como
extraida, pectina comercial), segun la aglutinante para todas las materias primas

concentracion a elaborar qgue forman la matriz.

~

| —>
[- w,U
AN =
\\/
Secar en la estufa a temperatura de 50 °C Incorporar los componentes de menor a
por 12 horas. Se obtiene una pelicula de mayor cantidad sobre un vidrio reloj,
color naranja mate y consistencia adicionar el agua gota a gota con ayuda de
aparentemente dura pero quebradiza al una jeringa hasta obtener una mezcla color
tacto. naranja brillante homogénea.
. ‘
A
Disminuir el tamafio de particula quebrando Encapsular en una capsula #3 el polvo
la matriz, triturar con un mortero y pistilo; por homogéneo procurando que el peso del

ultimo homogenizar el tamafio de particula  contenido en cada capsula sea 250 + 0.1 mg.
haciendo pasar el polvo por un tamiz ‘
redondo Mesh # 50

v

Figura N° 31. Procedimiento general para la elaboracién de las matrices.



ANEXO N° 15.

&
H,O destilada F
—h.
‘ [ 100 pg/mL |
Equivalente 10.0 mg 100.0 mL
de Riboflavina TS i
2.5 |1|1L 50 mL 1.0 rlnL 2.0mL 25 mL
100.0mL 100.0mL 10.0mL 10.0mL 10.0 mL
I 2.5 ug/mL I | 5.0 ug/mL ] | 10 pg/mL ] | 20 pg/mL I | 25 pg/mL

Figura N° 32. Cascada de dilucidn para la preparacion del estandar de referencia.



ANEXO N° 16.

L 4

Medio de disolucion

Matriz 2 A 900.0 mL
20.0 mg de Riboflavina [22.2 pug / mL]

Figura N° 33. Esquema de prueba de disolucion para las muestras.



ANEXO N° 17.

pH of the gastrointestinal tract

Stomach cavity

pH 1,5-2,0

Duodenum
pH 5,6-8,0

»¥
’vz”s -

Small intestine
pH 7,2-7,5

Figura N° 34. llustracién del pH del tracto gastrointestinal.



ANEXO N° 18.

Tabla N° 39. Hoja de calculo para la cuantificacion de riboflavina.

MEDIO DE DISOLUCION:

HOJA DE CALCULO
RIBOFLAVINA

AGUA DESTILADA

MUESTRAS: Matriz 1A
pH: 6.2
EJEMPLO DE CALCULO:
PARAMETRO UNIDADES
Abs . My 0.3880
Abs. ST 04760
Factor de Dilucién 800
Peso de la muestra 250.0 mg
Peso del estandar 200 mg
[ ST ]enmg: 0.020 mg/ml
Rotula 20 mg
Dosis 1 CapsLla
PR3 25000 mg
Resultado: 7825 %
15.05 mgf Capaula

PORCENTAJE SOBRE LO ROTULADO

% S/ROT: Abs. Mx. X[St] XFD x PP3x DOSIS x 100%
Abs. St x Pmx. x Rot.
DISOLUCION
N° PESO |Absorbancia| % s/rot mg de PA
1 250 0.398 75.25 15.05
2 250 0.397 75.06 15.01
3 250 0.395 74.68 14.94
PROMEDIO| 250.00 0.397 75.00 15.00
PARAMETROS DE ACEPTACION DEL EQUIPO
MEDIO RPM TIEMPO | LONG DE OND
Agua 50 45min 444

LIMITES USP/Cap
% mg/capsula
95 19
115 23
mg liberados:
20.0mg............ 100.0%
) S %sfrot

*= mg de Riboflavina
liberada




ANEXO N° 19.
VALORES CRITICOS DE LA DISTRIBUCION DE F (0.05).



Tabla N° 40. Valores criticos de la distribucion de F (0.05)

P Tabla D.9: VALORES CRITICOS DE LA DISTRIBUCION F (0,05)
@rea a la derecha del valor critico = 0,05 ]
Grados de libertad del NMumerador

g.d.i 1 2 3 “ 5 & 7 a 10 11 12

1 1614 199,5 215,7 ! 230,2 234,0 236,8 238,9 240,5 241,9 243,0 243,9

z 18,513 159,000 19,164 19,247 19,296 19,330 19,353 19,371 19,385 19,396 19,405 19,413

3 10,1 9,552 9,27 9,117 9,013 8,94 8 887 8,845 8,812 8,786 8,763 8,745

4 7,709 6,944 6,591 &, 6,256 6,163 65,094 6,041 5,999 5,964 5,936 5,912

5 5.786 5,409 5,192 5,050 4,950 4,876 4,818 . TT2 4,735 4,704 4,678

6 5,143 4,757 4,534 4,387 4,284 4,207 4,147 4,099 4,080 4,027 4,000

7 4,737 4,347 4,120 3,972 3,866 3,787 3,726 3.677 3,637 3,575

8 4,459 4,066 3,687 3,581 3,500 3,438 3,388 3,347 3,313 3,284

L) 4,256 3,863 3,633 3,482 3,374 3,293 3,230 3,179 3,137 3,102 3,073

5 10| 4,103 3,708 3,478 3,326 3.217 3,135 3,072 3,020 2,978 2,943 2,913

E 11 3,982 3,587 3,357 3,204 3,005 3,012 2,948 2,896 2,854 2,818 2,788

= 12 3.885 3,490 3,259 3,106 2,996 2,913 2,849 2,796 2,753 2,717 2,687

=3 13 3 3,411 3,179 3,025 2,915 2,832 2,767 2,714 2,671 s 2,604

1 14 3,739 3,112 2,958 2,848 2,764 2,699 2,646 2,602 2,565 2,534

E 15 3 3,287 3,056 2,901 2,790 2,707 2,641 2,588 2,544 2,507 2,475
o

= 16/ 3,239 3,007 2,852 2,741 2,657 2,591 2,538 2,494 2,456 2,425

g 17 3,592 - 3197 2,965 2,810 2,699 2,614 2,! 2,494 2,413 2,381

18| 3,555 3,160 2,928 2,773 2,661 2,577 2,510 2,456 2,412 2,374 2,342

2 19 3,522 3,127 2,885 2,740 2,628 2,544 2,477 2,423 2,378 2,340 2,308

; 20 3,493~ 3,098 2,866 2,711 2,599 2,514 2,447 2,393 2,348 2,310 2,278

o 21 3,467 3,072 2, 2,685 2,573 2,488 2,366 2,321 2,283 2,250

B 22 3,443 3,049 2,817 2,661 2,549 2,464 2,397 2,342 2,297 2,259 2,226

5 23 3,422 3,028 2,796 2,640 2,528 2,442 2,375 2,320 2,275 2,236 2,204

24 3,403 3,009 2,776 2,621 2,508 2,423 2,355 2,300 2,255 2,216 2,183

25 3,385 2,991 2,759 2,603 2,490 2,405 2,337 2,282 36 2,158 2,165

26 3.369 2,975 2,743 2,587 2,474 2,388 2,321 2,265 2,220 2,181 2,148

27 3,354 2. 2,728 2,572 2,459 2,373 2,305 2,250 2,204 2,166 +132

28 3,340 2,947 2,714 2,558 2,445 2,359 2,291 2,236 2,190 2,151 2,118

29 3,328 2,934 2,701 2,545 2,432 2,346 2,278 2,223 2,177 2,138 2,104

30 3.316 2,922 2,690 2,534 2,421 2,334 2,266 2,211 2,165 2,126 2,052

31 3,305 2,911 2,679 2,523 2,409 2,323 2,255 2,199 2,153 2,114 2,080

32 3,295 2,901 2,668 2,512 2,399 2,313 a4 2,189 2,142 2,103 2,070

33 3,285 2,892 2,659 2,503 2,389 2,303 2,235 2,179 2,133 2,093 2,060

34 3,276 2,883 2,650 2,380 2,294 2,225 2,170 2,123 2 2,050

35 3,267 2,874 2,641 2,485 2,372 2, 2,217 2,161 2,114 2,075 2,041

40 3,232 2,839 2,606 2,449 2,336 2,249 2,180 2,124 2,038 2,003

50 3,150 2,758 2,525 2,368 2,254 2,167 2,097 2,040 1,993 1,952 1,917

80 3,111 2,719 2,486 2,329 2,214 2,126 2,056 1,999 1,951 1,910 1,875

20 3.098 2,706 2,473 2,316 2,201 2,113 2,043 1,986 1,938 1,897 1,861

100 3,087 2,696 2,463 2,305 2,191 2,103 2,032 1,975 1,927 1,886 1,850

120 3,072 2,680 2,447 2,290 2,175 2, 2,016 1,959 1,910 1,869 1,834

.| 2,996 2,605 2,372 2,214 2,099 2,010 1,938 1,880 1,831 1,789 1,752
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Tabla N° 40. Continuacion

O ¥ g
Facultad Regional Mendaia 3 Tabla D.9: VALORES CRITICOS DE LA DISTRIBUCION F (0,05)
uTH -
- area a la derecha del valor critico = 0,05
Grados de libertad del Numerador
g.d.1 16 ir 18 19 20 21 z2 23 24 25 Z6 27 28 29
L 246, 246,9 247,3 247,7 248,0 248,3 2486 248,8 249,1 249,3 249,5 249,6 249,8 250,0
2 19,433 19,437 19,440 19,443 19,4496 19,448 19,450 19,452 19,454 19,456 19,457 15,459 19,460 19,461
3 o ¥ 8,675 8,667 8, 8,648 8,643 8,630 8,626 8,623
- 5,844 5,832 5,821 5,811 5,803 5,795 5,787 5,781 5,774 5,769 5,763 5,759 5,754 5,750
s 4,604 4,580 4,579 4,568 4,558 4,549 4,541 4,534 4,527 4,521 4,515 4,510 4,505 4,500
5 3,922 3,908 3,896 3,884 3,874 5 3,841 3,835 3,829 3 3,818 3,813
7| 3 3,480 3,467 3,455 3,445 3,435 LAZE 3,418 3,410 3,404 3,397 3,391 3,386 3,381
B8 3,202 3,187 3,173 3,161 3,150 3,140 3,123 3,115 3,108 3,102 3,055 3. 3,084
El 2 2,974 2,960 2,948 2,936 2,926 & 2,886 2 2,874 2,869
5 10 2,828 2,812 2,798 2,785 2,774 2,764 2,745 2,737 2,730 2,723 2,716 2.710 2,705
E 11 2,701 2,685 2,671 2,658 2,646 2,617 2,609 2,601 2, 2,588 2,582 2,576
E 12 2,599 2,583 2,568 2,555 2,544 2,533 2.514 2,505 2,498 2,491 2,484 2,478 2,472
Gk 13 2,515 2,499 2 2,471 2,459 2,429 2,420 2,412 2,405 2,398 2,392 2,386
5 14 2,428 2,413 2,400 2,388 2,377 2,357 2,349 2,341 2,333 2,320 2,314
= 15 2,385 2,368 2,353 2,340 2,328 2,316 2,297 2,288 2,280 2,272 2,265 2,259 2,253
= 16 2,333 2,317 2,302 2, 2,276 2,244 2,235 2,227 2,220 2,212 2,206 2,200
17 2,285 2,272 2,257 T 2,243 i 2,219 208 2,199 2,190 2,181 2,174 2,167 2,160 2,154
18 2,250 2,233 2,217 2,203 2,191 2,179 168 2,159 2,150 2,141 2,134 2,126 2,119 2,113
= 19 2,215 2,198 2,182 2,168 2,155 2,144 133 2,123 2,114 2,106 2,098 2,090 Z,084 2,077
= 20 2,184 2,167 2,151 2,137 2,124 2,112 102 2 2,082 2,074 2,066 2,059 2,052 2,045
= - &
21 2,156 2,139 2,123 2,109 2,086 2,084 073 2,063 2,054 2,045 2,037 2,030 2,023 2,016
22 2,131 2,114 2,071 2,059 048 2,038 2,028 2,020 2,012 2,004 1,997 1,990
] 23 2,109 2,091 2,075 2,061 2,048 2, 25 2,014 2,005 1,996 1,988 1,981 1,973 1,967
24 2,088 2,070 2,054 2,040 2,027 2,015 003 1,993 1,984 1,975 1,967 1,959 1,952 1,945
25 2,065 2,051 2,035 2,021 2,007 1, 1,984 1,974 1,964 1,955 1,947 1,939 1,932 1,926
26 2,052 2,034 2,018 2,003 1,990 1,978 1,966 1,956 1,946 1,938 1,929 1,921 1,914 1,907
27 2,036 2,018 2,002 1,98 1,974 1,961 1,950 1,940 1 1,921 1,913 1,905 1,898 1,891
28 2,021 2,003 1,987 1,972 1,959 1,946 1,935 1,924 1,915 1,906 1,897 1,889 1,882 1,875
2,007 1,989 1,973 1,958 1,945 1,932 1,921 1,920 1,901 1,891 1,883 1,875 1,868 1,861
30 1,995 1,976 1,960 1,945 1,932 1,919 1,908 1,897 3 1,878 1,870 1 1,854 1,847
31 1,983 1,965 1,948 1,933 1,920 1,907 1,896 1, 1,875 1,866 1,857 1,849 1,842 1,835
32 1,972 1,953 1,937 1,922 1,908 1,896 1,884 1,873 1,864 1,854 1,846 1, 1,830 1,823
33 1,961 1,943 1,926 1,911 1,898 1,885 1,873 F 1,853 1,844 1,835 1,827 1,819 1,812
34 1,952 1,933 1,917 1,902 1,888 1,875 1,863 1,853 1,843 1,833 1,825 1,817 1,809 1,802
3s 1,942 1,924 1,907 1,892 1,878 1,866 1,854 1,843 1,833 1,824 1,815 1,807 1,799 1,792
40 1,904 1,885 1,868 1,853 1,839 1.826 1,814 1,803 1,793 1,783 1,775 1,766 1,759 1,751
&0 1,815 1,796 1,778 1,763 1,748 1,735 1,722 1,711 1,700 1,690 1,681 1,672 1,664 1,656
a0 1,772 1,752 1,734 1,718 1,703 1,689 1,677 1,665 1,654 1,644 a, 1,626 1,617 1,609
90 1,757 1,737 1,720 1,703 1,688 1,675 1,662 1,650 1,639 1,629 1,619 1,610 1,601 1,593
100 1.746 1.726 1,708 1,691 1,676 S663 1,650 1,638 1,627 1,616 1,607 1,598 1,589 1,581
120 1,728 1,709 1,690 1,674 1,659 1,645 1,632 1,620 1,608 1,598 1,588 1,579 1,570 1,562
inf. 1,644 1,623 1,604 1,587 1,571 1,556 1,542 1,529 1,517 1,506 1,496 1,486 1,476 1,467




