
INCIDENCIA DE LA LACTOSA Y EL ALMIDON DE MAIZ, 

ENLADISPONIBILIDADDEFARMACOSDE BAJASOLUBILIDAD 

EN AGUA TIPO FENOBARBITAL, PRESENTADOS EN CAPSULA 
DE GELATINA DURA 

RF.sUMEN 

Las propiedades fisicoqufmicas de los fúmacos y de los 
auxiliares de formulación, así como la tecnología de elabo­
ración del SENF que los contiene, son factores determinan­
tes de la Biodisponibilidad de los medicamentos. Es así 
como la Lactosa y el Almidón de Maíz modifican la disponi­
bilidad "in vitro" del Fenobarbital presentado en cápsulas 

de gelatina dura, incidiendo tanto en el inicio como en el de­
sarrollo del proceso de disolución del fármaco, observándo­
se su efecto tanto en la velocidad, como en la cin6tica de di­
solución del Fenobarbital. A pesar de ser la Lactosa un exci­

piente hidrosoluble, que podría competir en solubilidad con 
el Fenobarbital, sin embargo, a medida que aumentaba la 
proporción de esta en el excipiente, mú ripido se liberaba y 
disolvfa el Fúmaco, el cual tan solo ocupaba el 19% de la 
capacidad de la c:épsula. 

SUMMARY 

The physicochemical properties of active principies and 
phannaceutical excipients, as well as the technologic pro­
CCIICS for the elaboration of the drug products, are decisives 
factors in the Bioavoilabüity of drugs. 

Lactose and com stan:h modifie the "in vitro" availability 
of Phenobarbital in hard capsules. The effect is seen the ini­
tiation of dissolution process and has influence on the disso­
lution rate and the dissolution kinetics of Phenobarbital, 
Nevenheless, lactole is an hidrosoluble excipient, that 
could compete for water molecules in the solubility process 
of Phenobarbital, the higher the concentration of lactose in 
the capsule, the faster the liberation and dissolution of the 
active principie. The volumen occuppied for the Phenobar­
bital in the capsule is 19%. 

INTRODUCCJON 

Las propiedades fisicoquímicas de los fármacos y 
de los auxiliares de formulación, así como la tecnolo­
gía de elaboración del SENF que los contiene, son 
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factores determinantes de la biodisponibilidad de los 
medicamentos, siendo más significativos, cuando se 
emplean fármacos de baja solubilidad en agua, en 
cuyo caso la disolución de los mismos, es un factor 
condicionante de su absorción (1,2). El papel del pro­
ceso cinético de disolución de un fármaco, es de gran 
importancia en la disponibilidad biológica de los me­
dicamentos, pues se ha demostrado que el proceso de 
absorción de un fármaco, está controlado por la velo­
cidad con que éste se disuelve en los fluidos biológicos 
del sitio de administración del medicamento (3,4,5). 
En el presente trabajo se analiza la incidencia de dos 
tipos de auxiliares muy empleados en el diseño de for­
mas sólidas, pero de características diferentes, a sa­
ber Lactosa soluble en agua y Almidón de Maíz, hi­
drofílico pero insoluble en agua, sobre la cinética y la 
velocidad de disolución de un fármaco que como el 
Fenobarbital (2,6) presenta una baja solubilidad en el 
agua. 

METO DOS. 

Dentro de la serie de trabajos que se ha planeado 
desarrollar en esta línea de investigación Biofarma­
céutica, se seleccionó en primera instancia la forma 
de presentación cápsula de gelatina dura (1,7) con el 
fin de anular otros efectos de tipo tecnológico, como 
podría ser el efecto de aglutinantes, desintegrantes, 
fuerzas de compresión, recubrimientos etc. Con este 
fin se elaboraron 11 lotes de cápsulas de tamaño "O" 
que contenían 100 mg de Fenobarbital por unidad, y 
en donde el principio activo con un dvs ( diámetro es­
férico equivalente de volumen/superfice) de 56.6 um 
y una a g (desviación estándard geométrica) de 2.1 
um, ocupaba un volumen constante del 19%. El exci­
piente de la cápsula estaba conformado por lactosa 
(lote 1) o por almidón de maíz (lote 11) y por mezclas 
de estos en proporción variable de porcentaje en peso 
(lotes del 2 al 10), con cambios del 10% gradual en 
composición. Previamente determinada la capacidad 
de la cápsula en cada uno de los materiales y en las 
mezclas excipientes, se procedio a calcular la compo­
sición de cada formulación y una vez preparada y eva­
luada la mezcla para cada lote, el llenado de las cápsu­
las se hizo en forma manual por apisonamiento. La 
valoración de cada lote como se muestra en la tabla I, 
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TABLA 1 

LOlE Uniformidad de oeso 

No. Peso Promedio del Variación 

contenido/cae.la) o/o 

1 0.6352 1 .43 

2 0.6439 O .62 

3 0.6416 O .97 

4 0.6079 O .88 

5 0.6017 O .73 

6 0.5828 2 .21 

7 0.5812 O .78 

8 0.5741 O .87 

9 0.5591 O .59 

1 0  0.5422 O .72 

1 1  0.5195 O .77 

demostró que se encontraban dentro de los lfmites 
aceptados por la USP XXI, de variación de peso y 
uniformidad de contenido. A pesar de las diferencias 
existentes en tamaño de partícula para los tres com­
ponentes de la formulación (Fenobarbital dvs 56.6 
um y C1 g 2.1 um; lactosa dvs 122 um y a g 2.5 um; al­
midón de maízdvs 12.6 um y cr gl.4 um) en donde ca­
brfa esperar un empaquetamiento más estrecho de las 
partículas con un volumen menor que el correspon­
diente a la aditividad, sin embargo, la variación ob­
servada entre el contenido teórico programado y el 
experimental logrado se mantuvo entre el 0.04% y el 
2.87%. Para evaluar la disponibilidad del fenobarbi­
tal se empleo la prueba de disolución, utilizando el 
aparato No. 1 de la Farmacopea Americana XXI, 
como medio de disolución 900 mi de agua destilada, 
recientemente hervida y desaireada a 37" ± 1 ºC y 
como velocidad 100 rpm. El muestreo se efectuó con 
reemplazo del medio de disolución previamente ca­
lentado a 37" ± 1 ºC, para evitar la saturación del me­
dio. El Fenobarbital se evaluó por espectrofotóme­
trfa al ultravioleta a 240 nm y con el pH ajustado a 9.6 
mediante un buffer de boratos. 

En cada uno de los lotes evaluados, se efectuó un 
ensayo previo de disolución, con el fin de estimar los 
tiempos más adecuados de muestreo y de esta forma 
lograr la mejor información posible sobre el proceso 
de disolución. 

Para cada lote se evaluaron en forma independien­
te, 10 cápsulas escogidas al azar y los resultados se 
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Uniformidad de contenido 

Contenido Promedie Variación 

Fenob./cao. %Dio o/o 

16 .67 2 .46 

15 .83 3 .23 

15 .89 1 .68 

17 .19 2 .76 

17 .04 3 .95 

17 .50 1 .44 

17 .66 2 .62 

17 .50 2 .01 

18 .93 2 .22 

19 .21 1 .02 

20 .40 2 .11 

manejaron individualmente, para dilucidar la cinéti­
ca de disolución. En la tabla II se muestran a modo de 
ilustración, los datos correspondientes al lote No. 8. 

RESULTADOS: 

En la tabla 111 y IV, se presentan los resultados co­
rrespondientes al porcentaje real promedio disuelto 
acumulado a cada tiempo de muestreo, para los U lo­
tes de cápsulas elaborados. 

Con los resultados obtenidos tanto de porcentaje 
disuelto acumulado como porcentaje no disuelto acu­
mulado, se ensayaron los diferentes modelos de diso­
lución, comúnmente recomendados en la bibliografía 
a saber: lineal, de primer orden, de la raíz cúbica y 
probabilístico ( 4,5,8). Al evaluar los resultados obte­
nidos en primera instancia por el método gráfico y en 
segundo término mediante el empleo de un programa 
especial para computador Apple IIE y un programa 
de regresión adaptado para I.B.M., se puede deter­
minar la cinética más probable que sigue en cada 
caso, la disolución del Fenobarbital presentado en 
cápsula de gelatina dura, con los excipientes ensaya­
dos. En la Tabla V se puede apreciar el modelo de di­
solución, propuesto para cada lote, para la asignación 
del cual se tuvo en cuenta, no solo el coeficiente de re­
gresión, sino también el modelo de mejor ajuste a la 
mayor parte del proceso y la simplicidad del mismo. 
Analizando estos resultados se puede apreciar, que 
los lotes 1 y 2 en donde la lactosa que conforma el ex-
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TABLA 11 Porcentaie real disuelto acumulado. Excipiente Lactosa:Almidón 130:701 Fenobarbital 17 50%. Datos del Lote No. 8. 
Tiempo Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra 
lmin.l No. 1 No.2 No. 3 No. 4 No. 5 No. 6 No. 7 No. 8 No. 9 No. 10 

2 O .31 O .43 O .42 O .83 O .55 O .42 O .39 O .39 O .87 O .47 
4 O .67 O .64 O .71 O .85 O .64 O .63 O .99 O .48 O .89 O .64 
6 3 .67 3 .47 2 .59 2 .68 3 .46 1 .76 1 .46 1 .38 1 .24 1 .13 
8 14 .23 9 .67 10 .76 14 .77 12 .54 10 .65 10 .76 8 .37 10 .85 10 .31 

1 O 22 .96 20 .72 23 .83 22 .27 23 .03 18 .66 19 .57 24 .40 24 .46 21 .28 
12  31  .13 31 .85 33 .03 38 .56 33 .43 30 .38 27 .61 33 .20 29 .98 31 .23 
14 50 .02 55 .17 56 .41 60 .60 41 .89 49 .45 52 .68 50 .25 49 .73 51 .03 
16  60  .70 62 .07 62 .67 69 .84 62 .78 63 .61 60 .46 60 .64 60 .64 58 .37 

18  74  .62 75 .95 73 .80 77 .28 76 .82 77 .74 75 .57 75 .31 75 .62 72 .63 

2 0  8 8  .88 81 .14 88 .74 90 .89 88 .41 87 .08 86 .88 88 .33 86 .58 81 .68 
2 5  92 .35 94 .05 92 .40 95 .01 87 .88 96 .82 93 .08 91 .80 92 .19 97 .09 
3 0  9 5  .26 95 .20 97 .08 96 .97 100 .66 97 .08 99 .40 94 .50 93 .10 93 .18 
3 5  9 7  .59 97 .13 98 .46 98 .92 100 .74 97 .09 99 .86 99 .22 95 .77 97 .65 
4 0  9 9  .72 99 .65 100 .42 100 .26 101 .16 99 .01 100 .27 100 .39 98 .06 101 .78 

Peso Cap. mg 675 .5 669 .7 679 .o 671 .1 672 .7 679 .1 675 .5 669 .o 672 .8 675 .2 
Cont. Net. mg 575 .2 569 .4 578 .7 570 .8 572 .4 578 .8 575 .2 568 .7 572 .5 574 .9 
Cantid. Feno-

barbital ma 100 .66 99 .65 101 .27 99 .89 100 .17 101 .29 100 .66 99 .52 100 .19 100 .61 

TABLA 111 

PORCENTAJE REAL PROMEDIO DISUELTO ACUMULADO± LIMITE DE CONFIANZA DEL 95% 

Lote No. 1 Lote No. 2 Lote No. 3 Lote N. 4 Lote No. 5 Lote No. 6 

Tiemoo (mini PDAP ± LC 95"A PDAP± LC 95% PDAP ± 1.C 95"A PDAP ± LC 95,: PDAP ± LC 95% PDAP± LC 95% 

2 2.12 ± 0.62 2.22 ± 0.33 1.58 ± 0.31 1.40 ± 0.17 0.68 ± 0.13 0.86 ± 0.27 

4 21.93 ± 1.01 18.04 ± 0.29 14.38 ± 0.29 11.54 ± 0.68 9.39 ± 0.30 2.10 ± 0.78 

6 38.93 ± 0.92 35.94 ± 1.71 32.52 ± 0.31 27.02 ± 0.73 21.89 ± 0.90 15.40 ± 2.91 

8 49.69 ± 1.45 49.02 ± 5.09 43.81 ± 1.04 41.77 ± 0.75 34.57 ± 1.22 27.27 ±1.54 

1 O 74.98 ± 2.27 67.74 ± 2.38 56.17 ± 1.19 51.51 ± 0.91 46.75 ± 2.26 38.51 ±1.80 

1 2 83.08 ± 1.68 76.40 ± 2.85 67.27 ± 1.36 61.77 ± 0.76 56.14 ± 1.36 48.49 ± 2.12 

1 4  90.37 .± 2.46 85.19 ± 3.63 77.80 ± 3.05 72.96 ± 1.20 67.67 ± 3.34 62.96 ± 3.07 

1 6 94.88 ± 2.24 92.09± 2.66 92.60 ± 1.25 82.94 ± 1.15 79.97 ± 2.09 72.18 ± 2.36 

1 8 99.37 ± 1.02 97.39 ± 2.95 97.72 ± 1.77 91.65 ± 1.11 91.43 ± 1.91 82.11 ± 2.24 

2 0  100.98 ± 0.98 100.03 ± 1.34 99.61 ± 1.26 97.73 ± 0.96 96.01 ± 1.29 89.35 ± 2.67 

2 5  101.23 ± 1.07 101.31 ± 1.26 100.83 ± 0.81 99.63 ± 0.69 98.09 ± 1.20 94.50 ± 1.44 

3 0  101.69 ± 1.11 101.50 ± 1.35 101.04 ± 0.82 100.15 ± 0.82 98.56 ± 1.25 97.60 ± 0.76 

3 5  1 01 .63 ± 1.45 101.23 ± 1.21 101.71 ± 5.02 100.07 ± 0.90 98.69 ± 1.29 99.16 ± 1.19 

4 0  101.63 ± 1.57 101.65 ± 1.30 101 .56 ± 0.85 99.99 ± 0.83 99.03 ± 1.30 99.25 ± 0.71 

23 



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO-FARMACEUOCAS No. 17 1989 

24 

TABLA IV 

PORCENTAJE REAL PROMEDIO DISUELTO ACUMULADO± LIMITE DE CONFIANZA DEL 95% 

Lote No. 7 Lote No. 8 Lote No. 9 Lote No. 10 Lote No. 11 

Tiemoo (min) PDAP ± LC 95,: PDAP ± LC 95% PDAP + LC 95% PDAP + LC 95°/c PDAP ± LC 95%

2 0.88 ± 0.35 0.51 ± 0.14 1.08 ± 0.42 0.93 ± 0.29 0.51 ± 0.18 

4 1.33 ± 0.40 0.71 ± 0.11 1.14 ± 0.40 1.50 ± 0.29 0.74 ± 0.13 

6 4.85 ± 0.72 2.28 ± 0.72 5.54 ± 0.62 4.67 ± 0.66 1.53 ± 0.72 

8 14.83 ± 1.99 11.29 ± 1.42 10.08 ± 1.49 8.99 ± 1.86 10.25 ± 3.69 

1 0 24.72 ± 3.14 22.12 ± 1.43 17.47 ± 2.01 16.01 ± 1.43 14.1 O ± 2.62 

1 2  37.29 ± 0.88 32.04 ± 2.06 24.80 ± 1.87 20.87 ± 1.02 28.82 ± 6.24 

1 4 54.56 ± 2.05 51.72 ± 3.58 38.07 ± 3.00 35.40 ± 2.29 42.78 ± 5.68 

1 6 70.42 ± 3.02 62.18 ± 2.21 54.24 ± 2.32 49.31 ± 1.50 49.37 ± 4.58 

1 8 78.09 ± 3.04 75.53 ± 1.12 66.75 ± 2.37 57.18 ± 3.01 61.65 ± 3.85 

2 0 84.77 ± 2.23 86.86 ± 2.24 77.16 ± 2.85 75.48 ± 2.22 72.47 ± 2.37 

2 5  95.00 ± 2.18 93.27 ± 1.92 93.80 ± 2.42 90.84 ± 2.47 91.79 ± 0.94 

3 0  98.67 ± 1.82 96.24 ± 1.78 97.78 ± 1.57 97.51 ± 1.08 94.36 ± 0.68 

3 5 100.28 ± 1.66 98.24 ± 1.06 98.53 ± 0.98 101.02 ± 0.67 96.28 ± 1.27 

4 0  101.11 ± 1.50 100.07 ± 0.75 99.47 ± 1.01 101.42 ± 0.84 97.60 ± 1.87 

TABLA V 
b bl d 1 Ecuación empírica proouesta como modelo de disolución mas pro a e cara ca a ote. 

LOTE Composición del excipiente Ecuación de ajuste mas probable 

No. Lactosa - Almidón 
1 100 - O Y* = 3.9867 log t + 1 .6915 

2 90 - 10 Y* = 3.6923 log t + 1.8115 

3 80 - 20 Y = 6.2849 t - 8.2650 

4 70 - 30 Y = 5.7349 t - 8.1430 

5 60 - 40 Y = 5.7312 t - 11.9296 

6 50 - 50 Y = 5.5289 t - 17.6380 

7 40 - 60 Y = 6.1321 t - 33.5223 

8 30 - 70 Y = 6.2842 t - 38. 7790 

9 20 - 80 Y = 5.1390 t - 30.3856 

1 O 10 - 90 Y = 4.9055 t - 30.8706 

1 1 O - 100 Y = 4.9730 t - 30.1947 

Y = Porcentaje de Fenobarbital disuelto a un tiempo "t" 
Y* = Probit correspondiente al porcentaje de Fenobarbital disuelto a un tiempo "t� 
(13 y 14) 
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cipiente de la cápsula, está en el 100% y el 90%, la di­
solución del Fenobarbital se ajusta a un modelo ciné­
tico del tipo probabilístico y los lotes del 3 al 11, en 
donde la lactosa va disminuyendo desde el 80% hasta 
el 0%, constituyendo el resto el almidón, la disohr­
ción del Fenobarbital, se ajusta a un modelo cinético 
de tipo lineal. 

Analizando las curvas de disolución obtenidas, las 
cuales se presentan en las gráficas de las figuras 1 y 2, 
se observa que el proceso de disolución varia a medi­
da que se cambia la composición del excipiente. Es 
así, que cuando se tiene lactosa como excipiente úni­
co, el inicio del proceso de disolución es rápido, al 
igual que la desintegración de la cápsula. A medida 
que se aumenta la proporción de almidón de maíz en 
el excipiente, el proceso comienza a ser cada vez más 
lento, siendo más marcado el efecto a partir de la 
mezcla a partes iguales de lactosa y almidón, y pre­
sentando el máximo valor cuando el almidón es el ex­
cipiente único de la cápsula. Este efecto puede deber­
se a la marcada diferencia en comportamiento y solu­
bilidad de la lactosa y el almidón de maíz. Mientras 
que la lactosa es soluble en agua a 37°C, y podría de 
acuerdo con algunos investigadores Biofarmacéuti­
cos (7 ,9,10), competir con el fenobarbital por el agua 
de disolución, dada la baja solubilidad del fármaco en 
el agua (0,005M), el almidón por su parte es insoluble 
en agua, pero es capaz de inmovilizar agua por proce­
sos de sorción, dada su naturaleza química ( amilosa y 
amilopectina). 

COMPORTAMIENTO DE LAS CURVAS DE Dl90WCION
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El agua atraída por la cubierta de gelatina, permea 
a través de la pared de la cápsula e inicia el proceso de 
disolución del Fenobarbital, si hay una elevada pro­
porción de lactosa, ésta se disuelve y crea un mi­
croambiente de disolución apropiado para el Feno­
barbital, el cual comienza a pasar a la solución a tra­
vés de la pared de gelatina, sin que la cápsula de gela­
tina todavía se haya deteriorado y siendo más marca­
da la disolución, cuando la cápsula se rompe. En el es­
quema de la figura 3, puede apreciarse este efecto. 
Cuando hay una elevada proporción de almidón, este 
efectúa una presión sobre el agua del medio de disolu­
ción, hacia el interior de la cápsula, vector que va en 
el mismo sentido que el agua atraída por la cubierta 
de gelatina. No obstante, aunque el Fenobarbital 
puede disolverse, la solución no logra pasar rápida­
mente hacia el exterior, pues su potencial de flujo ha­
cia el medio de disolución, es contrarrestando por el 
potencial de flujo del agua atraída por el almidón, ha­
cia el interior de la cápsula. Solamente cuando se 
rompe la cápsula, el proceso de disolución se ve real­
mente iniciado. Podemos observar un esquema ilus­
trativo del proceso que se sucede, en la gráfica de la fi­
gura 4. 

De los resultados obtenidos podría preveerse que 
el efecto del almidón de maíz es más importante, 
puesto que a partir del lote 3, en donde se tiene un 
contenido de almidón del 30 % en la mezcla excipien­
te, se obtienen cinéticas de disolución que se ajustan 
al modelo lineal, similar a lo observado con el 100% 
de almidón de maíz. Para que la lactosa ejerza su in­
fluencia sobre la cinética de disolución, se debe en­
contrar en una proporción del 90 al 100% de la mezcla 
excipiente, ajustándose en este caso las curvas a un 
modelo de disolución del tipo probabilístico. Dado el 
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hecho de que todos los lotes no se ajustaron al mismo 
tipo de modelo cinético, como para poder efectuar 
una comparación entre sus constantes de velocidad 
de disolución, se seleccionó como parámetro de com­
paración, el tiempo requerido para disolver una cier­
ta cantidad del Fármaco, el cual puede ser calculado 
con los modelos propuestos en cada caso. Después de 
efectuar una revisión completa de la USP XXI (11), 
se seleccionaron como punto de comparación los 
t75% y t85%, por ser los datos más frecuentemente 
considerados en la prueba de disolución, de las mono­
grafías de las formas sólidas dosificadas aceptadas en 
la Farmacopea. También se cálculo y analizó el t50%, 
que como dato del tiempo requerido para disolver el 
50% de la dosis de Fenobarbital presente en la cápsu­
la, es uno de los parámetros más críticos a comparar. 
Por medio de las ecuaciones correspondientes, se cal­
cularon los tres tiempos acordados, o sea el tiempo 
requerido para disolver el 50%, el 75% y el 85% del 
principio activo presente en la cápsula. Los resulta­
dos correspondientes expresados con un límite de 
confianza del 95% se presentan en la tabla VI, y su 
comportamiento se ilustra en la gráfica de la figura 5. 
Puede observarse en esta gráfica, como el tiempo re­
querido para disolver el 50%, el 75% y el 85% del 
principio activo, cuando se emplea almidón de maíz 
como excipiente, es aproximadamente el doble del 
tiempo necesario, para obtener la misma cantidad di­
suelta, cuando se emplea lactosa como excipiente 
(12). 

CONCLUSIONES 

Se pudo comprobar que el excipiente puede incidir 
tanto en el inicio como en el desarrollo del proceso de 

TABLA VI 
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disolución del principio activo, viéndose su efecto, 
tanto en la velocidad de disolución, como en la cinéti­
ca de disolución. De acuerdo con los resultados obte­
nidos y el porcentaje de los auxiliares evaluados en el 
excipiente, a mayor proporción de lactosa con rela­
ción al almidón, tanto el inicio del proceso de disolu­
ción, como la liberación del fármaco, son más rápi­
dos, sin embargo, en todos los lotes evaluados, más 
del 95% del Fenobarbital se encontraba disuelto, en 
un tiempo no mayor de 40 minutos (12). 

aempos ca cu a T' 1 do s cara o bt ener e o ove 1 50°/c 75°/c o e 1 85°/c d F eno ar 1a asue o. b b"t Id" lt 
LOlE Proporción excipiente t 50% t 75% t 85% 
N:> Lactosa - Almidón t + LC 95% t ± LC 95% t ± LC 95% 
1 100 - O 6.77 ± 0.15 10.03 ± 0.42 12.39 ± 0.69 
2 90 - 10 7.33 ± 0.24 11.20 ± 0.60 14.07 ± 0.92 
3 80 - 20 9.32 ± 0.07 13.30 ± 0.14 14.89 ± 0.18 
4 70 - 30 10.14 ± 0.27 14.40 ± 0.33 16.1 O ± 0.35 
5 60 - 40 10.82 ± 0.19 15.19 ± 0.32 16.95 ± 0.37 
6 50 - 50 12.23 ± 0.20 16.75 ± 0.30 18.56 ± 0.34 
7 40 - 60 14.05 ± 0.28 18.99 ± 0.44 20.96 ± 0.52 
8 30 - 70 14.49 ± 0.18 19.31 ± 0.22 21.22 ± 0.25 

9 20 - 80 15.65 ± 0.22 20.51 ± 0.29 22.45 ± 0.32 
1 O 10 - 90 16.49 ± 0.38 21.60 ± 0.59 23.65 ± 0.69 
1 1 O - 100 16.11 ± 0.32 21.14 ± 0.34 23.15 ± 0.36 
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