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Obtenciony caracteriz

 solidos_ de Ketoconazol

Resumen

El Ketoconazol (KZL) es un farmaco practicamente insoluble en agua y con
problemas de biodisponibilidad oral, para el cual aun no se ha notificado la
existencia de polimorfismo, solvatomorfismo o co-cristalizacion, y con el cual se
han realizado diversos esfuerzos para modificar su estructura fisica y aumentar
su sofubilidad por medio de la produccion y estabilizacion de sus amorfos con
la ayuda entre otras sustancias como la Polivinilpirrolidona (PVP).

En este esludio se abordé como problema de investigacion oblener una entidad
solida de KZL con mejores caracteristicas de solubilidad y velocidad de
disolucion que la materia prima disponible hasta la fecha en el mercado y que
se tomo como referencia, con la perspectiva adicional de aporiar conocimiento
fisicoquimico del proceso y del producto obtenido.

Para alcanzar los objetivos del proyecto fue preciso validar un método analitico
por cromatografia de liquidos de alta resolucion que permitiera cuantificar la
solubilidad del KZL en distintos disolventes, asi como la velocidad de disolucion
de las muestras en estudio.

La solubilidad del KZL de referencia se evalud en cinco sistemas disolventes y
se disenaron los experimentos de re-cristalizacion necesarios para determinar
las condiciones bajo las cuales se pudiera obtener un agregado molecular —
polimorfo, amorfo o solvatomorfo -, de mayor solubilidad que el KZL de
referencia o bien disminuir su tamano de particula para conseguir una mayor
velocidad de disolucion.

Para los fines anles sefnalados, se re-cristalizo el activo en distintos disolventes
con y sin la aplicacion de ultrasonido, ulilizando los métodos de descenso de
temperatura, evaporacion del disolvente y cambio de polaridad del medio. Por
otra parte, se estudio el efecto de la presencia de PVP como medio dispersor
bajo distintas condiciones de re-cristalizacion.

Para caracterizar los agregados moleculares solidos de KZL obtenidos
mediante los procesos descritos, se utilizo difractomelria de rayos X de polvos,
calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia infrarroja, realizandose asi
mismo, los correspondientes estudios de disolucién.

El méelodo analitico resultdé basado en HPLC acoplado a Fluorescencia ser
especifico, lineal, exacto y reproducible en el intervalo de 0.4 a 10 pg/mL. La
solubilidad del KZL fue mayor en medio acido, siendo el metanol el mejor
disolvente, lo cual fue confirmado mediante la estimacion de la entalpia de
disolucion utilizando los dalos experimentales.

Después de someter el principio activo a distintos procesos de re-cristalizacion,
los materiales obtenidos resultaron ser cristalinos sin cambios en su estructura
interna, o cual fue demostrado mediante difraclometria de rayos X y
calorimetria diferencial de barrido. Unicamente se observo reduccion de
tamano de monocristal en el solido obtenido en Isopropanol, pero sin cambio
significativo en su solubilidad.

Al re-cristalizar KZL en presencia de PVP, se formaron dispersiones solidas sin
que se formaran nuevas estrucluras polimérficas; sin embargo, mediante los
procesos utilizados se disminuyo la cristalinidad del sistema, obteniéndose el
estado amorfo del principio activo, lo cual fue confirmado por difractometria de
rayos X y calorimetria diferencial de barrido. Por otra parte, el analisis de estas
muesltras por espectroscopia infrarroja, mostro la presencia de interacciones

QFB. Luis Manuel Mendoza Morales v



gue se asocian a puentes de hidrogeno, entre la PVP y el KZL, lo cual no
ocurrié en la mezcla fisica KZL-PVP.

Mediante distintos procedimientos, como haber sometido a molienda y a re-
cristalizaciones sucesivas en metanol, la dispersion sélida amorfa de KZL-PVP
no mostré reconversion al estado cristalino.

Finalmente, se observdé que no obstante haberse obtenido una estructura
amorfa, la dispersion sélida KZL-PVP en lugar de incrementar la velocidad de
disolucion del activo en medio acido, la disminuyd, lo cual se puede atribuir
tanto a ias interacciones lipo puente de hidrégeno que se presentan entre el
KZL y la PVP en la matriz de dispersion solida, como a un efecto de retardo en
la difusion del activo por la viscosidad de fa matriz polimérica al entrar en
contacto con el disolvente. |

La disminucion de la velocidad de disolucion del KZL en la dispersion solida se
explicod también a través de su comportamiento termodinamico.

e e e 1
e —————
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

INTRODUCCION

Cuando se administra un medicamento por via coral, el farmaco contenido en la
forma farmaceéutica debe ser liberado para entrar en solucion e iniciar el proceso
de absorcion. Una vez que el farmaco se ha absorbido, éste viaja por la circulacion
sistémica al sitio de accion, donde alcanzara concentraciones suficientes que

determinaran su efecto terapéutico.

Durante el proceso de disolucidn-absorcion en un organismo, existen diversos
factores fisico-quimicos propios de cada molécula y del medio, que determinaran

su solubilidad y permeabilidad en membranas del tracto digestivo (Bertram, 2005).

Tratandose de una administracion via oral, son muchos los factores que
determinan ia biodisponibilidad de la sustancia activa: la solubilidad y velocidad de
disolucion del farmaco en sistemas acuosos, la forma fisica (grado de orden) tanto
del farmaco como de la matriz que lo contiene, los componentes de esta ultima y
su efecto sobre el mecanismo de liberacion del activo, entre otros.
De tal forma, solo si el farmaco se encuentra disuelto en el fluido gastrointestinal
en la forma molecular adecuada — ionizada, no ionizada, o como complejo, vy
dependiendo de su mecanismo de transporte durante el proceso de absorcion -,
podra difundir por la membrana gastrointestinal para alcanzar la circulacion
sistémica en la cantidad y tiempo requeridos.
De acuerdo al Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (Amidon y col., 1995;
Lobenberg y Amidon, 2000; Baena y Ponce,2008) se ha agrupado a los farmacos
con base a su solubilidad acuosa y a su permeabilidad intestinal en las siguientes
categorias:

Clase |, alta solubilidad y alta permeabilidad

Clase Il, baja solubilidad vy alta permeabilidad

Clase |ll, alta solubilidad y baja permeabilidad

Clase iV, baja solubilidad y baja permeabilidad
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados sélidos de Ketoconazol

En el caso de fafmacos de clase | no se necesitan estrategias para aumentar su
absorcion, sin embargo, en las demas clases se necesita desarrollar técnicas o
métodos cuyo fin ulterior sea mejorar la absorcion y con esto la biodisponibitidad.
Por ejemplo, la absorcion de farmacos de clase |l podria incrementarse si de
aiguna manera se lograra aumentar su solubilidad y velocidad de disolucion en un
sistema acuoso. Es claro entonces que dependiendo de la clasificacion del
farmaco, podrian aplicarse diferentes estrategias con la finalidad de acelerar o

aumentar su absorcion.

Desde la década de los anos 60 del siglo XX se ha estudiado la existencia de
diversas entidades cristalinas — polimorfismo - de un mismo active. Se ha
demostrado que cada una de ellas presenta distintas propiedades termodinamicas
que resultan en aumento o disminucion de la velocidad de disolucién y en
consecuencia, su estabilidad fisica y quimica, asi como el proceso de absorcion a

partir de la forma farmaceéutica también se ve modificada.

Por tal motivo, es importante investigar y controlar las condiciones bajo las cuales
es obtenido un farmaco, ya sea como entidad Unica solida amorfa o cristalina, su
polimorfismo o solvatomorfismo, asi como las circunstancias en que se evita o
retrasa la inter-conversion a formas cristalinas no deseadas. Esto es importante,
ya que se ha reportado la transformacion en procesos unitarios de produccion
como el secado, la granulacion, la molienda, etcétera, asi como en distintas

condiciones de almacenamiento.

Por lo descrito en el parrafo anterior es que nace la necesidad que durante la
etapa de preformulacién, se realicen estudios sobre los diversos estados de
agregacion molecular en que puede obtenerse un principio activo, asi como
evaluar su comportamiento fisicoquimico para controlar no solo su produccion y
estabilidad, sino también su solubilidad y disoluciébn como procesos que regulan su

biodisponibilidad.

=
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Obtencion v caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Cuando se trata de moléculas de la clase Il del sistema de clasificacidn
biofarmacéutica, como es el caso del Ketoconazol (KZL), si bien poseen una alta
permeabilidad - capacidad de difusion pasiva - en las membranas biologicas, su
escasa solubilidad acuosa en condiciones biologicas estandar, no permite que
toda la dosis esté disponible — disuelta — para ser absorbida en el tracto
gastrointestinal; por ello se recurre entre otras opciones, a la modificacion de su
estructura interna — obtencion de amorfos, polimorfos, solvatomorfos -, lo cual
incide en la solubilidad. Otra opcién es la realizacidon de cambios sobre el area
superficial de contacto sodlido-liquido mediante distintos procedimientos para
reducir el tamarnio de la particula, lo cual se consigue por medios mecanicos y
técnicas fisicas o fisicoquimicas como lo es la formacion de dispersiones solidas

(DS) y de estructuras nanométricas.

Para la identificacion de los cambios fisicos conseguidos con el material, los
analisis térmicos y cristalograficos son una herramienta importante en apoyo a la

determinacidon de cambios de la solubilidad y de la velocidad de disolucion.

En esta comunicacion de resultados de investigacion se informa, analiza y discute
a partir de parametros termodinamicos, entre otros: 1) sobre la solubilidad del KZL
a tres temperaturas y con cinco medios de disolucion; 2) de la estabilidad
termodinamica de esta molécula que impide fa formacion de polimorfos mediante
los distintos procedimientos de re-cristalizacion realizados con los diferentes
disolventes y haciendo uso de ultrasonido; y 3) de la formacion y resultados de
disolucion de DS parcialmente cristalinas de KZL., las cuales se obtuvieron al

introducir PVP en el sistema de re-cristalizacion.

Destaca el hecho de que en la formacion de las matrices de KZi.-PVP, se obtuvo
una DS donde la PVP, a diferencia de lo expresado por otros autores, reduce
significativamente la velocidad de disolucion del KZL, lo cual se ha atribuido ai

peso molecular de la PVP K-25 utilizada (Balata y col., 2010).
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

El analisis termodinamico realizado sobre los resultados de disolucion de la DS de
KZL-PVP, indican que en este tipo de sistema la PVP no solo contribuye a
desordenar y dispersar parte de las moléculas del KZL para que éste se forme en
estructuras  parcialmente cristalinas o amorfas, sino que también,
independientemente de que la PVP pueda ayudar a estabilizar o retardar la
transformacion del KZL amorfo a una fase cristalina, el peso molecular de la PVP

K-25empleada puede determinar la velocidad de disolucion del KZL.

La reduccion de la velocidad de disolucidon de la DS de KZL-PVP comparada con
la materia prima de referencia se atribuyd a que en la liberacion del KZL desde la
matriz sélida, una vez que penetra el agua en ésta, se presenta la formacion de

una estructura tipo gel que dificulta la difusion del farmaco.

ANTECEDENTES
El grado de orden de los sélidos

La Famacia Molecular considera que todas las formas farmacéuticas estan
conformadas por moléculas con distinto nivel de agregacion, donde el grado de
orden explica el comportamiento de los materiales antes y durante la produccion
del medicamento, asi como la liberacion, absorcidon y accion terapéutica del

farmaco. (Quirino y col., 2004).

El grado de orden se define como el acomodo intermolecular tridimensional y de
repeticién periddica de sistemas integrados por molécutas de la misma o de

distinta estructura, o bien de atomos o iones.

Dependiendo de la temperatura y presion, se estableceran interacciones o fuerzas
de cohesion o de adhesién que daran lugar a que dichas entidades quimicas
obtengan un nivel de organizacion que se materializa en los estados fisicos o
fases conocidos como salido, liquido y gaseoso, asi como las meso-fases liquido-

cristalinas y de fluidos supercriticos. El grado de orden de cada una de dichas
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dos de Ketoconazgl

fases puede eslimarse mediante parametros termodinamicos como la entalpia
(AH), la entropia (AS) y la energia libre de Gibbs (AG).

Polimorfismo, amorfismo y disolucion

El polimorfismo se describe como la capacidad que tiene una substancia para
existir en dos o mas fases sélidas cristalinas de distinta conformacion u orden
molecular en la red de atomos, iones o moléculas que integran e! solido. El nivel
de ordenamiento se refleja en las propiedades termodinamicas de cada entidad
polimarfica, por ejemplo, calor o entalpia de fusion (AHg), calor o entalpia de

disolucién {AH®), asi como entropia (AS®) y energia libre de disolucion (AGs).

Por lo general, los polimorfos de farmacos y aditivos de interés farmaceutico se
forman durante la cristalizacion de los compuestos en distintos sistemas de
disolventes y por modificaciones en las condiciones de cristalizacion, como la
temperatura y/o presion o por activacidn mecanica, como ocurre durante las

operaciones unitarias de fragmentacion y compresion, entre otras posibilidades.

Desde el punlo de vista cristalografico, el polimorfismo es el resultado de que una
misma estructura quimica, pueda adoptar al estado sdlido diferentes
conformaciones o redes asociadas a una estructura geometrica basica identificada

como celda cristalina unitaria (Figura 1).

Una celda unitaria se define como la parte mas simple de la estructura sélida
cristalina, que al repetirse por traslacion reproduce macroscopicamente el cristal.
En la figura 1 se puede observar cdmo un grupo de entidades quimicas que
pueden ser atomos, moléculas o iones (esferas grandes) se han agregado de
forma periddica, generandose por asociacion una serie de puntos o nodos (esferas
pequenas), que se repiten de manera tridimensional y a esta estructura se le
conoce como celda unitaria (imagen izquierda). La celda unitaria esta definida por
dimensiones a, b y ¢, que se asocian a los ejes coordenados x, y, z, asi como
porlosangulos o, Pyy. A la vez, para cada celda, las dimensiones a, b y c,

guardan una distancia d, que se describe en [a imagen derecha de la figura 1.
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

moléculas,
atomos o iones

Figura 1. Celda unitaria (imagen izquierda) de solido cristalino (derecha).
La celda esta descrita por sus ejes a, b y ¢, asi como los angulos

a, Byy

En el modelo descrito por la figura 1, los nodos se repiten desde cada 5,0000 x10°
"' m. hasta las centenas de m, con un nive! creciente de simetria, lo que da origen
entre los distintos parametros de celda a siete sistemas cristalinos que pueden ser

determinados mediante difraccion de rayos X:

|
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QObtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Parametros de celda unidad | Fase o Sistema cristalino
azb#c a#pP#y Triclinico
azb#c o=y=90°B#90° Monoclinico
arb#c a=p=y=90° Ortorrémbico
a=b#c a=p=y=90° Tetragonal
a=b=c o= p=y#90° Trigonal
a=b#c o= [p=90%y=120° Hexagonal
a=b=c o= p=y=90° Cubico

De tal modo, para una misma molécula, ocurre que se pueden obtener dos 0 mas
polimorfos pertenecientes a distintos sistemas cristalinos (por ejemplo, uno

ortorrombico y otro monoclinico, respectivamente).

Una manera arbitraria de identificar cada fase cristalina es mediante nameros
romanos o letras, por ejemplo: |, I, a; B; A, B, etcetera. Algunos polimorfos
pueden, bajo determinadas condiciones dar lugar a transiciones irreversibles o
reversibles de una fase a otra, fendmeno denominado monotropismo o
enantiotropismo, respectivamente. (Martin y Molina, 2006; Prohens vy
Puigjaner,2007; Quirino y col., 2004; Sanchez y col., 2007; Aguilar y col., 1976).

A temperatura y presion constantes, la forma polimorfica termodinamicamente
mas estable es la que posee menor energia libre (AG) y en el proceso de fusion

requiere mayor energia (mayor entalpia (AH) y por ello tiene menor solubilidad.

Al igual que el polimorfismo, el estado amorfo es un fendmeno exclusivo del
estado solido, pero a diferencia del polimorfismo, el amorfismo se caracteriza por
la solidificacion aleatoria de las moléculas, es decir, el arreglo interno de las
moleculas en el soélido es de forma desordenada, fo cual da lugar a un sistema
comparable con el estado liquido, esto hace que un amorfo sea una estructura con
un nivel de energia mayor a la del cristal, lo cual lo vuelve mas inestable y con

e e e ————
e ————— e s}
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

mejores propiedades de solubilidad, ya que su calor de fusion y calor de disolucion

disminuyen de manera considerable.

De modo semejante al polimorfismo, el solvatomorfismo es un suceso del estado
solido que se presenta cuando una sustancia cristaliza y donde el disolvente del
medio se incluye de manera estequiométrica en la red interna del cristal, dando
origen a una nueva entidad denominada solvato, o hidrato coando el disolvente
incorporado es el agua. (Martin y Molina, 2006; Prohens y Puigjaner,2007; Quirino
y col., 2004; Sanchez y col., 2007).

Tanto el polimorfismo como el amorfismo impactan las propiedades de las
particulas: 1) mecanicas (elasticidad/plasticidad, empacamiento, dureza), 2)
morfolégicas y reoldgicas (por presentar cambios en su habito y densidad); 3)
termodinamicas (presion de vapor, solubilidad, temperatura de fusion, reactividad
quimica, eléctrica y optica), 4) estabilidad quimica y 5) cinética de disolucion
(Martin y col., 2006; Prohens y Puigjaner,2007; Quirino y col., 2004; Sanchez vy
col., 2007).

Es asi que el estudio cristalografico de los soélidos contribuira a mejorar la calidad,

seguridad y eficacia de todo producto farmacéutico.

En 1967 se demostré que el Palmitato de Cloramfenicol es una substancia
policristalina. Los estudios sobre esta molécula permitieron evidenciar la existencia
de diferentes estructuras cristalinas, asi como su impacto farmacocinético y
farmacéutico, ya que demostraron que los polimorfos de dicho activo no solo
presentaban diferentes cinéticas de disolucion, sino que tambien diferian en los
parametros de biodisponibilidad y que la forma | carecia del efecto terapéutico.
(Aguilar y col., 19786).

En 1976 también se observo la importancia de estudiar la incidencia y los efectos
de las transiciones de fase cuando, al caracterizar fisico-quimicamente un
antidepresivo triciclico formulado con Launlsulfato de sodio al 1%, se encontré que
durante el proceso de formulacion la forma cristalina A de la molécula cambiaba a
la forma B, aumentando la solubilidad del activo (Gibbs y col., 1976).
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Recién en el ano 1998, por falta de estudios de preformulacién mas amplios para

poder detectar la existencia y condiciones de formacion de mas formas
polimorficas, el Ritonavir formulado como semisdlido en capsulas, presento
distinta disolucion, lo cual se debid a lo que posteriormente se identificd como el
problema: la transformacion de fase del polimorfo |, a una forma |l
termodinamicamente mas estable no registrada con anterioridad (Bauer y col.,
2001).

En cuanto a la biodisponibilidad de los farmacos y su relacion con el grado de
agregacion molecular de los soélidos, esta ampliamente documentado que el
proceso de disolucion con frecuencia es la principal limitante (Bertram, 2005;
Amidon y col., 1995; Lobenberg y Amidon, 2000; Baena y Ponce, 2008; Martin y
col., 2006: Prohens y Puigjaner, 2007; Quirino y col., 2004; Van de Mooter y col.,
2001); es asi que la busqueda del aumento en la velocidad de disolucidn es uno
de los mayores retos farmaceuticos para el desarrollo de medicamentos con

farmacos liposolubles.

Existe una variedad de técnicas publicadas para alcanzar dicho objetivo, como
son: formacion de sales, reduccion del tamano de particula, formacion de
estructuras amorfas o polimorfas, co-cristalizacion, entre otras. Sin embargo, para
farmacos en estado cristalino de solubilidad acuosa limitada, la posibilidad de
mejorar su solubilidad y velocidad de disolucion por medio de la formacion de
estructuras amorfas puede ser un camino atractivo, ya que un amorfo es un
sistema de alto desorden, que confiere una barrera energética menor al solido

para entrar en solucion respecto al estado cristalino.

No obstante las posibles ventajas que pudiera representar para incrementar la
disolucion el uso de particulas amorfas, se ha visto limitado por la estabilidad de
las mismas, ya que la probabilidad de su re-conversion al estado cristalino en
condiciones ambientales y en determinadas etapas de la produccion de formas
farmaceuticas, es alta. Por esta razén se han investigado métodos que permitan
estabilizar las estructuras amorfas, es decir, métodos que permitan prolongar el

tiempo de re-conversion entre un amorfo y su estado cristalino.
e —
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Dispersiones sélidas

LLa formacion de dispersiones solidas (DS) ha sido una estrategia relativamente
efectiva en la modificacion fisica de farmacos, tanto para incrementar el area
efectiva del farmaco que entrara en contacto con el medio de disolucion, como

para inhibir o reducir la inestabilidad fisica de los sélidos amorfos.

Castro y col., (2008) han definido a las dispersiones solidas como la dispersion de
uno 0 mas componentes soélidos en una matriz inerte, también lamado acarreador
0 agente transportador,las cuales son preparadas por fusion, disolucion con un
disolvente organico o una combinacion fusion-disolucion.

Materiales hidrosolubles como Polivinilpirrolidona, polietilenglicoles, y azucares
son usados comunmente como matriz en estos sistemas, aunque también se han
empleadoGelucires® y Eudragit®, que‘son materiales poco solubles.

En las DS la mezcia de los componentes solidos bajo condiciones adecuadas da
como resultado la formacion de pequenas particulas cristalinas o amorfas del

componente minoritario, o una mezcla de ambos.

Clasificacion de las dispersiones sélidas

Las dispersiones sdlidas pueden ser(Castro y col., 2008; Van de Mooter y col.,
2001; Quirino y col., 2004):

Mezclas eutécticas obtenidas por el método de fusién. En este caso cuando el
sistema entra en contacto con un medio acuoso la matriz (acarreador) se disuelve
rapidamente y el farmaco poco soluble se libera como particulas muy finas con
una velocidad de disolucion mayor por un aumento en la superficie de contacto

consecuente de la reduccion del tamano de particula.

En un sistema eutécticolos componentes son miscibles en estado liquido e
inmiscible en estado solido, caracterizandose por poseer un punto de congelacion
menor cuando estan en mezcla liquida respecto al de cada componente por
separado.

e 1
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Las soluciones solidas son sistemas monofasicos, homogéneos, compuestos de
cristales mixtos, donde el solido dispersado se encuentra molecularmente
distribuido en la matriz semejando una disolucion ligquida, existiendo una
miscibilidad total en la fase sdlida; generalmente es un caso ideal no frecuente y
solo se alcanza la miscibilidad dentro de ciertos limites. Ademas, el acarreador es

una macromoiécula como polimeros de polietilenglicol o Polivinilpirrolidona.

Dispersiones vitreas,son aquellas en ias que el soluto se encuentra disuelto en
un sistema vitreo originando formaciones homogeneas caracterizadas por su
transparencia y fragilidad. Estos sistemas son obtenidos por un rapido
enfriamiento del producto fundido, al cual no se le permite reordenarse
adquiriendo caracteristicas estructurales de liquidos sobre-enfriados. Ei soluto
puede hallarse disuelto o precipitado formando una solucion o suspension vitrea

respectivamente.

Las dispersiones amorfas, en las cuales el principio activo se en encuentra
como un precipitado solido en estado amorfo en la matriz, la que a su vez puede

hallarse en estado amorfo o cristalino.

Desde 1961 las dispersiones soélidas fueron propuestas como un medio
farmacotécnico para aumentar la velocidad de disolucion y mejorar la absorciéon a

nivel gastrointestinal de farmacos hidréfobos (Renu y col., 2006).

Por otro lado, en sistemas de DS se ha demostrado una relacion entre el aumento
de la proporcion del acarreador y el incremento en la velocidad de disolucion,
atribuido a la formacion de complejos farmaco-acarreador de mayor solubilidad,
explicado como un fenémeno de co-solvencia del acarreador. (Renu y col., 2006;

Longxiao y col., 2007; Rishabha y col., 2010).

Con frecuencia, para elaborar DS se utilizan polimeros de distinta naturaleza,
entre ellos esta la Polivinitpirrolidona (PVP); ésta es una lactama polimérica
soluble en una variedad de disolventes que fue usada por primera vez en 1940

como coadyuvante en el proceso de absorcidon (Renu y col., 2006) y actualmente
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es uno de los aditivos usados con mayor frecuencia en preparaciones

farmaceuticas de administracion via oral.

La inclusion de PVP en formulaciones solidas conteniendo amorfos, se ha
justificado por atribuirsele la capacidad de inhibir el proceso de cristalizacion de
los amorfos en estado soélido (Renu y col., 2006),porque forma matrices de alta
dispersién del farmaco,con estabilidad fisico-quimica, posee caracteristicas de
solubilidad, compatibilidad quimica e inercia fisiologica, ademas de la alta
capacidad para absorber agua;todo lo cual ofrece condiciones para un aumento en

la velocidad de disolucion y la biodisponibilidad.

Para farmacos que presentan problemas de solubifidad acuosa y en consecuencia
una biodisponibilidad erratica, como es el caso de: acido oleandlico,
carbamazepina, paracetamol, aceclofenaco, celecoxib, fenitoina, flunarizina vy
miconazol, entre otros; se ha notificado el incremento en su velocidad de
disolucion mediante la formacion de estructuras amorfas estabilizadas como DS
utiizando  acarreadores como  PVP, carboximetilcelulosa (CMC) e
hidroxipropiimetilcelulosa (HPMC). (Renu y col., 2006; Longxiao y Col., 2007;
Mohammad y col., 2007; Rishabha y col., 2010).

En la mayoria de los sistemas de dispersion solida los acarreadores utilizados han
sido polimeros miscibles en agua, de modo que ademas de los excipientes antes
enunciados, se incluyen: el polietilenglicol (PEG) y materiales de bajo peso
molecular como azlcares, y recientemente se han identificado otros polimeros
para los mismos fines, tales como carbémeros, distintos derivados de la celulosa y

los Gelucires® (Marin y col., 2007).

Al estabilizar un amorfo dentro de una DS se combinan dos procesos que
aumentan la velocidad de disolucion: por un lado, las moléculas de farmaco
hidrofébico se encuentran dispersas en pequefias proporciones en una matriz de
mavyor polaridad, lo que favorece una mayor area superficial de contacto con el
medio de disolucion, y por otra parte, las particulas liberadas al medio de

disolucion estaran en estado amorfo, lo cual beneficia termodinamicamente el
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proceso de disolucion (Van de Mooler y col., 2001; Quirino y col., 2004, Marin y
col., 2007; Guidance for indusiry, ANDAs, 2007).

Métodos de obtencion de dispersiones solidas (Castro y col.,2008).

Método de fusion.

Esle proceso inicia con la preparacion de una mezcla fisica de los componentes
de la dispersion para despues ser fundida a una temperatura de fusion mayor que
la temperatura de fusién del acarreador, esto se hace bajo agitacion constante
hasta obtener un sislema homogéneo que luego es enfriado, sometido a
pulverizacidbn y a tamizado; teniendo la desventaja de excluir todas aquellas

moléculas termolabiles.
Disolucion en un solvente organico

En este caso, la dispersion se obtiene por disolver cada uno de los componentes
en un mismo solvente, el cual es evaporado a presion reducida a diferentes

temperaturas, teniendo la ventaja de aplicar en casos de moléculas termolabiles.
Fusion y disolucion.

Se disuelve el farmaco en un disolvente liquido para obtener una solucién que va
a ser incorporada directamente al acarreador fundido; por ultimo el disolvente

debe ser removido.

Debido a que muchas de las moléculas con actividad farmacologica presentan
inestabilidad quimica a elevadas temperaturas, el metodo en solucion es el mas
recomendado; sin embargo, éste tiene la desventaja relativa de un mayor costo
que el de fusidn, por el nimerc de etapas involucradas, dificuitad en la eliminacion
deldisolvente y limitacion en la reproduccion de ias formas cristalinas. No obstante,
tendria ta ventaja de una mayor factibilidad en el escalamientio y menor gasto de

energia.

Luis Manuel Mendoza Morales Pagina 13




Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Técnicas instrumentales utilizadas para la caracterizaciéon del estado sélido

Existen diversas técnicas instrumentales utilizadas en la caracterizacion del estado
de agregacidbn molecular de compuestos puros y de mezclas de mas de un
componente (aductos moleculares). De tal forma es posible diferenciar entre un
estado cristalino o amorfo, identificar polimorfos, asi como establecer si durante la
re-cnstalizacion de mezclas de mas de un compuesto se formaron
aductosmoleculares como solvatomorfos, dispersiones o soluciones solidas o co-

cristalizados.

Difractometria de rayos-X de polvos.

Toda forma cristalina de un compuesto produce un patron caracteristico de
difraccion de rayos X cuando se irradia la muestra con un haz de rayos X, vy el
difractograma obtenido constituye la carta de identidad de esta estructura
cristalografica (Renu y col., 2006,FEUM, 2010).

La medida precisa de la posicion y la intensidad de todos y cada uno de los picos
de difraccién permiten determinar la naturaleza y eventualmente la concentracion
de las diferentes fases cristalinas que constituyen la muestra. Estos patrones de
difraccion se pueden obtener de un unico cristal 0 de una muestra en polvo del

material.

Las sustancias no cristalinas — amorfas - dispersan los rayos X en forma poco
coherente debido a la disposicion relativamente aleatoria de las moleculas, dando
como resultado maximos difusos en los patrones de difraccion. Sus patrones de
rayos X se distinguen bastante bien de los correspondientes a muestras

cristalinas, ya que estas ultimas arrojan patrones de difraccion muy bien definidos.

Los rayos X para uso analitico se obtienen de distintas fuentes y una que es usual,
es la que procede de una fuente radiactiva cuyo proceso de desintegracion da
lugar a la emision de rayos X.

M
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De tal forma, cuando el haz colimado de rayos X monocromatico incide sobre un
cristal en rotacion o un polvo cnstalino orientado de forma aleatona, éste se
difracta en varnas direcciones y el solido actua como una red de difraccion

tridimensional ante esta radiacion.
La interaccion de los rayos X con la materia ocurre mediante dos procesos:

a) Algunos fotones del haz incidente son desviados sin pérdida de energia, los
cuales constituyen la radiacion dispersada exactamente con la misma
longitud de onda gue la radiacion incidente, originando el fenémeno de

difraccion.

b) Los fotones pueden sufrir una serie de choques inelasticos al incidir sobre
un blanco y su energia incrementa la temperatura de la muestra o da lugar

a la fluorescencia.

La difraccion de rayos X se basa en los principios basicos de la reflexion vy
refraccion. La primera ley de la reflexion enuncia que el rayo incidente, el rayo
reflejado y fa normal a la superficie reflectora estan en un plano comun, vy la
segunda ley dice que la magnitud de dngulo de reflexion es iguatl a la magnitud del

angulo de incidencia.

La ley de Bragg brinda una interpretacion sencilla de la interferencia de los rayos X
producida por la materia cristalina, explicando este fendmeno por la ley de la

reflexion de dichos rayos en los planos atomicos (ver figura 2).

El razonamiento de la ley se basa en considerar gue un cristal esta formado por
una serie de famihas de planos atdmicos paralelos construidos a partir de los
nodos asociados a los atomos, iones o moleculas del cristal; encontrandose
dichos planos a una misma distanciadentre si. Sobre estos planos incide con un

angulo 8, un haz (rayo X,) de rayos X monocromaticos de fongitud de onda A

Los rayos paralelos incidentes (rayo X;) reflejados en los planos atémicos bajo un
angulo tambien © interfieren, es decir, se refuerzan o debilitan uno a otro en

dependencia de la diferencia de marcha entre ellos.
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La dispersion tiene lugar como consecuencia de la interaccion de la radiacion con
los atomos, moléculas o iones localizados a su paso (veclores A-B y B-C). Un
angulo 28 se forma por asociacion entre los vectores A, B, C vy el nodo Z, siempre
y cuando ambos rayos dispersados se encuentren en fase y por tanto se refuercen

mutuamente para formar rayos difractados (interferencia constructiva).
La interferencia constructiva ocurre solo cuando:
AB +BC=nA y AB =BC,
Entonces:
nA = 2AB,
Sabiendo que el sen B8 = AB/d, se tiene asi que:

AB =d sen 8, porlo tanto: nA =2 sen 6.

En la ecuacion, nse denomina el orden de difraccion y debe de ser un numero

entero consistente con un valor de sen 8 menor o igual gque uno.

La difraccidon es entonces un fenémeno de dispersion en el que cooperan un gran
numero de atomos y debido a que los atomos estan dispuestos periodicamente
en una red, los rayos dispersados por ellos tienen relaciones de fase definidas
entre ellos; estas relaciones de fase son tales que en la mayoria de las direcciones
se produce una interferencia destructiva pero en unas pocas direcciones se

produce una interferencia constructiva y se forman rayos difractados.

Es asi que la difraccion de rayos X por un atomo es la resultante de la dispersion
por cada electron. El factor de dispersion atomico fde un atomo es proporcional al
numero de electrones que posee. La diferencia de fase en la onda generada por
dos electrones origina una interferencia parcialmente destructiva; el efecto neto de
interferencia entre los rayos dispersados por todos los electrones en el atomo,

origina un descenso gradual en la intensidad dispersada al aumentar et angulo 26.

La amplitud dispersada por una celda unidad se obtiene sumando la amplitud
dispersada “por todos los atomos en la celda unidad, de nuevo fa suma debe tener

en cuenta la diferencia de fase entre todas las ondas dispersadas.
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Figura 2. Esquema para deducir la ley de Bragg

Un difractograma de rayos X recolecta los datos de intensidad en funcion del
angulo de difraccion 28 obteniéndose una serie de picos. La posicion de los picos
expresados en valores de 28 en los que un cristal produce un haz difractado, sera
caracteristico para un conjunto de planos siempre que se satisfaga la Ley de

Bragg.
Los datos mas importantes a partir de un difractograma son:

Intensidad de pico. Las intensidades se pueden tomar como alturas de los picos o
para mayor precision las areas. Al pico mas intenso se le asigna un valor de 100 y

el resto se re-escala con respecto a éste.

Perfil de los picos de difraccion. La anchura y la forma de los picos de un
difractograma resuitan de la combinacion de factores instrumentales y factores
basados en la microestructura de fa muestra. La contribucién de la muestra al
ensanchamiento de los picos se debe fundamentalmente al tamano de cristal y

tensiones.
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Difraccion de rayos X y sustancias amorfas.

Un solo atomo dispersa un haz incidente de rayos X en todas las direcciones del
espacio, pero un gran numero de atomos ordenados de manera periodica en tres
dimensiones formando un cristal, difractan los rayos X Unicamente en unas pocas
direcciones debido a que la ordenacion periddica de los atomos origina una
interferencia destructiva de los rayos dispersados en todas direcciones excepto en

aquellas que predice la ley de Bragg.

Los solidos amorfos tienen estructuras caracterizadas por la ausencia de
periodicidad, manteniéndose solo un orden de corto alcance. El resultado es una
curva de dispersion de rayos Xsin maximos bien definidos, mostrando méaximos

con una anchura que puede llegar a los 10°26.

Tamano de mono-cristal

Por otro lado, es posible determinar el tamano de cristal por medio de la ecuacion
de Scherrer, en la cual se dice que el ensanchamiento de los picos de un
difractograma esta en funcion del tamano de cristal, tomando como supuesto
basico que la presencia de esfuerzos u otras imperfecciones, es despreciable o
inexistente y que el ensanchamiento de los perfiles de difraccion se debe
exclusivamente al tamano de mono-cristal. (Aguilar, 2009; Reyes-Gasga y col.,
2008).

K &
P 206 cos g

t:

Donde:

t = es el tamario de cristal

k = una constante con valor de 0.89 (sin unidades)

A = es la longitud de onda de la iluz incidente (0.154 nm para una |ampara de Cu-

Ka).

B (28) = el ancho a la altura media de la intensidad maxima del pico en el
difractograma con el angulo expresado en radianes.

8 = ¥ 26 en la intensidad maxima.
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Analisis térmicos

Los analisis térmicos son un grupo de {écnicas instrumentales de analisis
utilizados para medir o determinar propiedades asociadas a cambios fisicos o
quimicos de una sustancia o de mezclas, como una funcion de fa temperatura o
del tiempo, lo cual se realiza mientras la muestra se calienta o0 se enfria mediante

un programa de temperatura y en medio de una atmdsfera controlada con gases.

Estos analisis son particularmente utiles para obtener informacion de datos
termodinamicos con los que se consigue distinguir propiedades de los sélidos
puros 0 mezclas de ellos como polimorfismo, solvatomorfismo y presencia de

impurezas, entre otras.

Las mediciones se pueden hacer sobre el valor absoluto de una propiedad como
el peso 0 bien mediante la diferencia entre las propiedades de la muestra y un
material de referencia que no se ve afectado por las condiciones experimentales e
incluse determinando la velocidad de cambio de una propiedad (derivada del peso,
por ejemplo).

Existen distintos eventos fisicos que pueden presentarse en una muestra por
efecto de un programa de calentamiento o enfriamiento, durante los cuales se
establecen a su vez diferentes tipos de intercambio calorifico con el entorno;

ejemplos de esto son:

Transicion de fase Evento térmico y proceso fisico Tipo de intercambio

al que corresponde energético
Solido a liquido Fusion Endolémico
Liguido a gas Evaporacién Endotérmico
Congelacion Exotérmico

Liquido a sdlido
Cristalizacion Exolérmico
Sdéhido a gas Sublimacién Endolérmico

Transicion vitrea

Evenlo de segundo orden

Solido a solido

Desolvatacion

Endotérmico

Amorfo a crstalino

Cristalizacion

Exotérmico

Cambio a otro polimorfo

Transicion polimorfica

Endo o exotérmico
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De acuerdo a la tecnica y el programa utilizado, el andlisis térmico permitira

obtener la siguiente informacion:
Para compuestos puros:

a. Medir la temperatura y calor (entalpia) en los cambios de fase: fusion,
congelacion, sublimacion, evaporacion, cristalizacion y condensacion.

b. Medir pureza absoluta o impurezas eutecticas, asi como el grado de orden
(cristalinidad/amorfizacion) por medio del calor de fusion, identificandose por
de la cantidad de calor absorbido durante la transicion de fase del estado
solido a liquido. Una estructura de ordenamiento de largo alcance absorbera
mayor cantidad de energia para pasar al estado liquido, representando un pico
endotéermico bien definido, a diferencia de un solido amorfo {ordenamiento de
corto alcance) en ef que su calor de fusion es menor.

c. ldentificar reactividad quimica o estabilidad en determinadas atmosferas y
valores de temperatura: descomposicion, oxidacion, pirolisis, isomerizacion.

d. lIdentificar y cuantificar polimorfismo, asi como el grado (porcentaje} de
hidratacion o solvatacion antes o durante el calentamiento.

Para mezclas:

e. Identificar 1a no interaccion de compuestos que son solidos en condiciones
ambientales: miscibilidad en el fundido o comportamiento euteéctico.

f. ldentificar interaccion en estado solido: soluciones y dispersiones solidas,
amorfizacion, formacién de complejos o compuestos, reacciones quimicas.

g. Determinar el descenso de la temperatura de congelacion de un disolvente
conteniendo un soluto no volatil, asi como calculo de la masa molar del soluto.

Para co-cristalizados:

h. Identificar y cuantificar co-cristalizacion.

Para materiales poliméricos y de estructuras macromoleculares:

i.  Determinar la temperatura de transicion vitrea
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j.  Medir la expansion o compresion de volumen

k. Identificar sintenzacion

Las proteinas, acidos nucliéicos y biomembranas son ejemplos de materiales
poliméricos y macromoleculares de interés farmaceéutico con los que eslas
técnicas se puede conseguir identificar y medir cambios en sus estructuras por
efecto de la temperatura, que modifican su funcionalidad fisica, quimica y
biologica.

Algunas de las técnicas de analisis térmico mas utilizadas para la caracterizacion
del estado solido y de transiciones de fase son: el analisis termico diferencial, la
calorimetria diferencial de barrido, el analisis termogravimétrico y la calorimetria
isotérmica de titulacién. Para los fines de este estudio, sdlo se amplia la
informacion relacionada con la calorimetria diferencial de barrido (differential

scanning calorimetry, DSC).

Calorimetria diferencial de barrido(DSC).

Esta técnica analiza las caracteristicas de los s6lidos en funcion de la temperatura,
mide cuantitativamente los cambios energéticos del sistema, por ejemplo cambios

de fase, endotérmicos o exotérmicos.

Los termogramas o curvas de comportamiento térmico obtenidos por DSC,
expresan el flujo de calor en milivatios o miliWatts, en funcion de la temperatura en
°C, en los cuales, por lo general y por convencion internacional de los expertos, un
pico ascendente indica un proceso exotermico como lo es la cristalizacion, un pico

descendente indica un proceso endotérmico, como ocurre con fa fusion.

Con esta técnica es posible detectar la eliminacion de disolvente y la cristalizacion,
la descomposicion quimica en funcion de la temperatura, transiciones vitreas y el

calor de fusion de un compuesto.

La medicion de la temperatura de fusién por DSC puede indicarse de dos formas

(ver figura 3):

 — ]
_ . ]
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1) Como el resultado de la medida de ta temperatura de inicio (A) de la
transicion del estado sdlido al liquido y que en la curva endotérmica del
termograma corresponde al valor que resuita de la interseccion entre Ia
extension de la linea base con la linea tangente del punto de maxima

inflexion de la curva, es decir, de maxima velocidad de fusién, o bien,

2} Como la temperatura que indica el final de la fusion ¥ que corresponde al

punto (B) que es el vertice o pico de la curva.

Ambos valores son validos, sin embargo, se debe tener presente que la
temperaturaindicada por el vértice o pico, se ve afectada en su reproducibilidad
por factores como el peso de la muestra, la velocidad de calentamiento, asi como

si la capsula con la muestra estuvo sellada o no, entre otros.

= 163 58°C (+1.54°Y
/ SH =26 030 kTanal (21,154
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S
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Fig. 3. Definicion de la temperatura o punto de fusion en un termograma obtenido
por CBD para una muestra de paracetamol. El punto A o inicio de la
fusion, suele asignarse como temperatura de fusidn. El vértice (pico) o
punto B, corresponde al término de la transicion solido-liquido.

M
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La diferencia en grados entre la temperatura de inicio (A) y la del vertice (B), suele
ser un indicador de la pureza del material, ya que entre menos grados exista entre
un valor y el otro, indicard que el material es mas puro. Estos dos valores de
temperatura no son comparables al intervalo de temperatura de fusion que puede

obtenerse por una técnica optica (FEUM, 2011).

Espectroscopia infrarroja.

Ef espectro de radiacion infrarroja comprende un conjunto de longitudes de onda
subdivido con fines practicos en distintas zonas: cercana, media y lejana; cuyos
{imites son aproximada y respectivamente, 0,8 - 2,5 um (12500 a 4000 cm™); 2,5
- 15 um (4000 a 667 cm') y 15 - 200 pum (667 a 50 cm™'). Cada regi6n tiene sus
propias caracteristicas de interaccion con la materia, y el infrarrojo medio,
denominado habitualmente como infrarrojo, es el que mayor campo de aplicacidon
ha tenido en analisis instrumental hasta hace algunos anos (Quirino-Barreda,
2001, Vaals y del Castillo, 2002).

En la mayoria de los casos, las aplicaciones que tiene la espectroscopia infrarroja
(IR) en Farmacia, es de indole cualitativa, como es el caso de la comprobacién de
la identidad del espectro IR de las muestras con el espectro de sus respectivos
patrones; aunque con la aparicion a finales de!l siglo XX, de los espectrometros
con transformada de Fourier (FT-IR), puede emplearse tambien para analisis

cuantitativos.

La absorcion de radiacién en el infrarrojo se limita en gran parte a especies
moleculares, para las cuales la absorcion de cuantos de radiaciéon ocasiona

transiciones en estados energéticos vibracionales y rotacionales.

Para absorber radiacion en el IR, una molécula debe sufrir un cambio neto en el
momento dipolar como consecuencia de su movimiento de vibracion o de rotacion.
El momento dipolar esta determinado por la magnitud de la diferencia de carga y

por la distancia entre los dos centros de carga de una molécula. Sélo en estas
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circunstancias, el campo eléctrico aiterno de la radiacion puede interaccionar con

la molécula, y provocar cambios en la amplitud de alguno de sus movimientos.

Cuando la frecuencia de la radiacién coincide exactamente con la frecuencia de
vibracion natural de la molécula, tiene lugar la transferencia neta de energia que
origina un cambio en la amplitud de la vibracidon molecular, cuya consecuencia es

la absorcion de la radiacion. -

De manera analoga, la rotacion de las moléculas asimétricas alrededor de sus
centros de masa, puede producir una variacion periodica en el dipolo que puede

interaccionar con la radiacion.

Lo anterior explica que especies homonucleares como el O, el N, ¢ el Cliy,
presenten momentos dipolares que no sufren un cambio neto durante la vibracion

o la rotacion y, como consecuencia, no absorban radiacion infrarroja.

Los espectros infrarrojos de los compuestos poliatdmicos covalentes,
generalmente son muy complejos, pues constan de numerosas bandas de
absorcion estrechas, contrastando con los espectros comunes del ultravioleta y

visible.

En el campo de la investigacion farmacéutica, la espectroscopia infrarroja tiene
gran interés junto con otras técnicas espectroscépicas, como método de
asignacion de estructuras en nuevos compuestos de sintesis organica, de modo
que es posible relacionar las frecuencias de ciertas bandas de absorcion en IR con

la presencia de determinados enlaces o grupos funcionales de la molécuia.

Mediante el estudio de innumerables compuestos organicos y siguiendo distintos
métodos de comprobacion, con el tiempo ha sido posible asignar a los principales
grupos funcionales, bandas de absorcion caracteristicas y establecer como, la

posicion y aun la forma de estas bandas, pueden variar de acuerdo con las

condiciones estructurales y electrénicas, y también por cambios en el estado fisico

o en el disolvente utilizado para preparar la muestra. (Quirino-Barreda, 2001).

De tal forma, se ha establecido los siguientes postulados fundamentales sobre la

utilidad de la espectroscopia IR (Confiant y Guyot-Hermann, 1994):

M
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1. Las sustancias organicas presentan frecuencias de grupo,

caracteristicas en la regién {R.

2. El espectro de absorcién de una sustancia dada, es especifico para
dicha sustancia, es decir, es posible que dos ¢ mas sustancias que
tengan los mismos grupos funcionales, presenten espectros muy
parecidos, pero en su conjunto deben existir varias diferencias que

permiten individualizar cada espectro.

3. El espectro de absorcion de mezclas de sustancias, generaimente es
aditivo, es decir, corresponde a ta suma de l0s espectros individuales de

los componentes.

4. La intensidad de una banda de absorcion esta relacionada con la

concentracion de la sustancia que absorbe la radiacion incidente.

La interpretacion de los espectros IR requiere no solo de buenos conocimientos
teoricos, sino también de mucho entrenamiento, ya que se debe ser capaz de
correlacionar rapidamente posicion, forma e intensidad de las bandas, y

conjugarlos con los datos gquimicos que se posean.

De tal forma, ha sido posible establecer regiones del espectro que permiten
identificar grupos funcionales como es el caso de la zona de frecuencias de grupo,
que va de 4000 a 1300 cm™', que corresponde a las vibraciones producidas por
solo dos atomos de la molecula, tales como las vibraciones de tension de enlace
X-H, - donde X es un atomo tal como C, O, N,... de peso atémico menor de 19 -, y

que ocurren entre 4000-2500 cm™.

Las bandas propias de triples y dobles enlaces (C=0, C=C, C=N, N=0O, ...) se
observan, respectivamente, entre 2500-2000 cm™ y 2000-1500 cm™).

La frecuencia de cada banda del espectro de vibracidn-rotacion molecular

depende de la constante de fuerza de cada enlace interatémico y de ahi que los

espectros de absorcion en la region infrarroja dependan del conjunto de enlaces
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que constituyen la estructura moiecular y sean distintos y caracteristicos de cada

molecula,

La region de frecuencias de radiacidn IR entre 1600 y 650 cm™, corresponde a las
vibraciones de tension de los enlaces simples y a las vibraciones de la estructura
molecular de molécuias complejas, tales vibraciones se denominan de
"esqueleto”, ya que se extienden sobre el esqueleto molecuiar total, en tugar de

estar localizadas sobre un solo grupo pequeno (Dyer, 1973).

Sin embargo, lo mas interesante, es que el aspecto del espectro infrarrojo en la
region de 1250 a 600 cm” es caracteristico para cada molécula, hasta tal punto
que se considera que no existen dos moleculas diferentes que tengan el mismo
espectro en esta region, de ahi que se le denomine zona de fa huella dactilar de la

molecula (Dyer, 1973; Conflant y Guyot-Hermann, 1994; Valls y del Castillo, 2002).

Por esta técnica pueden ser detectados los cambios entre los enlaces quimicos de
una molécula. De esta manera, si se forma una interaccion guimica entre un
polimero como la PVP y un farmaco como el KZL, el cambio se visualizara en las

bandas presentes en el espectro resultante del analisis por IR.

La preparacion de las muestras para el analisis por espectroscopia IR es distinta
segun se frate de una susiancia en estado solido o liquido y del proposito del
ensayo. Las muestras soélidas se pueden estudiar en solucidon, en suspension -
mulls - o en pastilla. Cuando la muestra se utiliza disuelta debe tenerse presente
que todos los disolventes conocidos presentan bandas de absorcion en la
region IR que pueden interferir con las propias de la muestra, por lo que resulta

adecuado realizar una seleccion.

Las muestras en solucion y en pastilla de KBr se preparan por lo general a una
concentracion aproximada al 1 por ciento y se utilizan cubetas similares a las de
las muestras liquidas con un espesor de 0,1 mm. También sueie emplearse con
cierta amplitud, cloroformo, el cual es evaporado para dejar una fina pelicula sobre
la cubeta o bien si se deja en solucidon: La concentracion de la muestra debe ser
como minimo del 10 por ciento para contrarrestar el efecto de las numerosas

bandas de absorcion de este disolvente.
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Cuando la muestra se prepara en forma de suspension en un mortero de agata, se
dispone una mezcla intima del solido en polvo previamenle desecado, con unas
gotas del liquido transparente a la radiacion IR - que suele ser Nujol (parafina
liquida densa) o Fluorolube (perfluoruro de queroseno) -, hasta conseguir una
pasta uniforme. La pasta asi obtenida se coloca entre dos laminas de NaCl o de

otro matenal adecuado. -

La técnica mas utilizada en Farmacia para muestras solidas es la de formacion de
comprimidos, que consiste en pesar una pequena cantidad de muestra {alrededor
de 1 mg), la cual debera haber sido previamente desecada y se mezcla mediante
pulverizacion en un mortero de agata, con KBr seco. El contenido de la sustancia

en ensayo en la mezcla debe ser de aproximadamente 3-5 por ciento.

La mezcla se comprime con la ayuda de una matriz y punzon de acero templados,
en una prensa especial tras extraer el aire por vacio. La presion aplicada puede
oscilar por lo regular entre 1418 y 2026 MPa (140 y 200 Kp/cm?). El comprimido
resultante se coloca en un soporte para situarla posteriormente en el

compartimento de muestra del instrumento.

Solubilidad

Una disolucion es la dispersion molecular de dos o mas componentes que forman
un sistema homogéneo en una sola fase; asi, en cualquier punto de la mezcla se
tiene las mismas propiedades fisicas y quimicas. Se denomina disolvente al
componente que se encuentra en mayor proporcion y soluto al de menor
proporcion. Las soluciones pueden encontrarse en estado sélido, liquido o

gaseoso.

La solubilidad se define como la cantidad maxima de un soluto gue se disuelve en
una cantidad determinada de disolvente para formar una solucion estable a una
temperatura determinada. Esta temperatura generalmente es 25°C. En otras
palabras, ta solubilidad corresponde al valor de saturacion del disolvente por el

soluto a una temperatura definida. (Charles y col., 1985).
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El efecto méas apreciable de la temperatura sobre la solubilidad, es el aumento de
ésta por un incremento de la temperatura; lo cual obedece a que la entalpia de Ia
disolucion (AH®) suele ser en la mayoria de los casos, endotérmica (signo
positivo), de modo que se requiere ia aportacion de calor para disolver el
compuesto. Cuando el proceso es exotérmico, se presenta el fenomeno opuesto
(signo negativo).

Al expresarse el logaritmo de la solubilidad de un compuesto en fraccion molar
(Xa) como funcion del inverso de la temperatura absoluta 1/T (°K), a intervalos de
temperaturas relativamente pequefos, el grafico obtenido suele dar una relacién
lineal que corresponde a la ecuacion de vant' Hoff, cuya expresion matematica es
la siguiente:

lXB—AS+C
nXB =

En esta ecuacion, el valor de la pendiente obtenida por regresion lineal de los
datos, permite calcular la entalpia de disolucion (AH®) al sustituir el valor numérico
de la pendiente y multiplicarlo por el valor de R expresado como: 8,3143
JI(°K.mol). Asi, el valor absoluto de AH® expresa la magnitud de la variacion de la
solubilidad con la temperatura, y el signo indicara si se absorbe o se desprende

calor de la disolucidn, segun sea positivo 0 negativo.

Con esta expresion de la variacion de la solubilidad con ia temperatura, aplibada a
la disolucion de compuestos en disolvente puros 0 en mezcla de disolventes, se
pueden realizar estimaciones sobre las proporciones de mezcla y los cambios de
temperatura necesarios para aumentar la solubilidad, asi como estimar limites de

variacion de la temperatura en que se mantiene estable la disolucion.

Por otra parte, la solubilidad de una sustancia también es dependiente de la

naturaleza def medio.

e e S e |
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Polaridad del medio.

En Quimica existe una regla muy Gtil que dice: lo semejante disuelve a lo

semejanteCharles y col. (1985) y Morrison and Boyd (1998).

La constante dieléctrica es una medida de la polaridad del medio vy se relaciona
con la capacidad gue tiene el disolvente para separar iones de carga opuesta del
soluto. La soldbilidad de substancias idnicas es mayor en medios de constante
dieléctrica alta, del mismo modo, el parametro de solubilidad establecido para
soluciones regulares de acuerdo a Hildebrand, es util como indicador en la
eleccion del medio de disolucion. El parametro de solubilidad se relaciona con la
lipofilia de una molécula, los valores inferiores corresponden a compuestos mas
lipofilos, ademas proporciona una idea cualitativa de afinidad entre un soluto y un
disolvente, ya que la miscibilidad de dos compuestos aumentara cuanto mas

semejantes sean ambos parametros de solubilidad.

El valor maximo de parametro de solubilidad lo presenta el agua con 47 MPa,
mientras que la mayoria de los principios activos semi-polares presentan valores
intermedios entre 18 y 30; los valores inferiores a 14 corresponden a compuestos

no polares y los valores entre 4 y 6 corresponden a los gases.

De esta manera, los solventes polares disuelven solutos polares y los solventes no

polares disuelven solutos no polares.

pH del medio

De acuerdo con los conceptos de Bronsted-Lowry, un acido es un donador de
protones y una base es un aceptor de protones. Una reaccién acido-basica
comprende siempre un par acido-basico conjugado, constituido por un dador de
protones y el correspondiente aceptor.

La tendencia de cualquier acido a disociarse viene dada por la constante de
disociacion:

|HA] = [H*] + [A"]

Y
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[H*][47]
Ko HA
Despejando [H']:
o [HA]
[H ] — fBig —F

Y tomando el logaritmo negativo de ambos miembros:

[HA]
—LoglH*} = — —
oglH*] = LogK, Log([A_]
Reordenando términos y sustituyendo —log [H'] por pH y — log K, por pK,:

[1a-1]

pH =pK,+ Log (W)

La mayor parte de los compuestos de interés farmacéutico son acidos o bases
débiles que en solucion acuosa coexisten como especies disociadas y no
disociadas; la magnitud de disociacion se explica por el pK, El grado de
ionizacion de un acido o base débil depende en gran medida del pH del medio
segun la ecuacion anterior (de Henderson-Hasselbaich). E! calculo del pKa de una
base débil se realiza tomando en cuenta el producto ionico del agua K., vy
aplicando a este ultimo el logaritmo negativo, se obtiene el pK., que es un valor

constante igual a 14 y esta dado por la siguiente ecuacion:

pKw= pKa + pr

Influencia de la temperatura.

Segun Bustamante-Martinez y col (2001)el proceso de mezcla de un soluto liquido

en un disolvente consta de dos etapas:

1) Las moléculas de soluto superan las fuerzas cohesion que las mantienen
unidas, por otro lado las moléculas de disolvente deben crear cavidades
donde se acomoden las moléculas de soluto. Esta etapa es endotérmica y

su contribucion a la solubilidad es desfavorable.
m
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2) La insercion de las moléculas de soluto en las cavidades creadas en el
disolvente. Se produce la solvatacion mediante fuerzas de van der waals
y/o enfaces de hidrogeno. Esta segunda etapa contribuye favorablemente a

la solubilidad por gue el proceso es exotermico.

Las etapas anteriores determinan la magnitud y el signo de la entalpia y entropia

de la mezcla.

La disolucién de un sdlido incluye un paso adicional debido a que el soluto debe
vencer las fuerzas atractivas del cristal. Por ello se considera un primer paso la
fusion del solido, seguida de la mezcla con el disolvente, siguiendo las etapas

mencionadas anteriormente.

De lo anterior se dice que la entalpia de disolucidén (AHS) de un solido es la suma
de las entalpias de fusion (AH") y mezcla (AH™). Del mismo modo la entropia de
disolucion (AS®) de un sélido es igual a la suma de las entropias de fusion (ASF) y

mezcla (ASM).

Por otro lado los valores de entalpia y entropia determinan la magnitud y signo de
ila energia libre de disolucion, ya gue esta uitima estd dada por la siguiente
ecuacion:

AG® = AH® - TAS®

A su vez, la energia libre de disolucion se relaciona directamente con 1a solubilidad

mediante la siguiente expresion:

AG® = -RTINX,

Un valor positivo de energia libre es desfavorable para el proceso, es decir, para
que el proceso de disolucion sea espontaneo la energia libre debe disminuir, esto

es, la variacion de energia libre debe ser un valor negativo.
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La entalpia de fusion (AH") es constante e independiente del solvente, su signo
siempre es positivo, ya que el proceso de fusion requiere el aporte de energia. Sin
embargo, el proceso se favorece por un aumento en el desorden (ASF). Por otro
lado, el signo de la entalpia de disolucion (AHS) depende del valor de las
magnitudes termodinamicas de fusion y mezcla. Por dltimo, la entalpia de la
mezcla (AHY) depende de la naturaleza del disolvente y puede ser endotérmica o

exotérmica.

Las soluciones ideales obedecen a la ley de Raoult y se producen cuando las
interacciones soluto disolvente en disolucidn son similares a las que existen entre
las propias moléculas del soluto y del disolvente. En este caso las interacciones
son debidas solo a fuerzas de dispersion de London y no se absorbe ni
desprende calor en el en el proceso de mezcla (AHY = 0). La solubilidad ideal (X;')
de un solido a una temperatura determinada es independiente del disolvente y

solo depende de las propiedades dei cristal y esta dado por la ecuacion:

X, = AHF
T R -
Donde:
Xzi: fraccion mol de soluto disuelto sin intervencion de disolvente (solubilidad
ideal)
AHF = calor de fusion en J/mol
T = temperatura en °K {T¢": inverso de la temperatura de fusién, y T inverso

de la temperatura de interés
R = constante de los gases: 8.3143 J/(°K mol)

En una solucion real se absorbe o desprende calor durante el proceso de mezcla
(AHM # 0) y las moléculas no se mezclan de forma aleatoria; ademas de las
fuerzas de dispersion, las moléculas se orientan mediante interacciones polares o
forman enlaces de hidrogeno: Sin embargo, la ecuacion anterior puede dar una

aproximacion del comportamiento de un solido en solucién ya que es posible

-_ e

Luis Manuel Mendoza Morales Pagina 32




Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

deducir que al disminuir la temperatura de fusién de un solido la solubilidad

aumenta.

En un cristal los iones o moléculas se encuentran ordenadas de manera muy
simétrica y regular, siguiendo un patrén geométrico, la fusion es el cambic de una
disposicion muy ordenada en el reticulo cristalino al mas desordenado
caracteristico de los liquidos, siendo asi la fusion el proceso en el que la energia
térmica de las particutas es suficientemente alta para vencer las fuerzas

intercristalinas que fas mantienen en posicion (Morrison yBoyd 1998).

Durante la disolucidon debe aplicarse energia para vencer las fuerzas
intermoleculares, dicha energia proviene de la formacion de enlaces entre
parliculas de soluto y moléculas de disolvente: las fuerzas atractivas de la red
cristalina son remplazadas por las fuerzas atractivas entre el soluto y disolvente.
L.as fuerzas de atraccion presentes en un proceso de disolucion pueden ser ion-
dipolo {entre estas puentes de hidrégeno) yfuerzas de van der waals. (Morrison
yBoyd 1998).

Por otro lado, generalmente la solubilidad de una sustancia solida en agua
aumenta con 1a temperatura, pero existen algunas excepciones. (Charles y col.,
1985). La solubilidad se relaciona intimamente con el calor de disolucidn de cada
sustancia, es decir, con el calor desprendido o liberado cuando ésta se disuelve
hasta la saturacién. Este calor de disolucion puede ser positivo 0 negativo. Es
positivo cuando hay transferencia de calor al sistema y es negativo cuando el
sistema libera calor. Si el calor de disolucion es negativo al calentarse la solucion
se reduce la solubilidad y viceversa si es positivo. {(Mora y col., 2005; Irany y
Fleming, 2006;Daniel y col., 2008).

Cuando una sustancia no absorbe ni desprende calor al disolverse, las variaciones

de temperatura no cambian su solubilidad.

El calor de disolucion de los farmacos (AH®) puede ser determinado por dos
metodologias, una directa mediante la calorimetria isotérmica en solucion y otra
indirecta, obteniendo experimentalmente las respectivas constantes de equilibrio

{K) en funcion del reciproco de la temperatura. Esta ultima estrategia es conocida
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como método de Van't Hoff, y es de amplia utilizacion en la fisicoguimica
farmaceutica. En dicho método, ta pendiente de la relacion lineal del InX;(fraccion
mol de soluto disuelto) en funcién del 1/T en °K, se utiliza para determinar
AHf(Mora y col., 2005;Daniel y col., 2008).

La ecuacion de Van't Hoff explica la relacion lineal existente entre el logaritmo
neperiano de la concentracion, expresada en fraccion molar y en el equilibrio, en —

funcion del inverso de la temperatura absoluta (Mora y col., 2005).

InX A +C
nX, = ——-
7 RT
Donde:
Xz = concentracion en fraccién molar
AH® = es la entalpia del sistema o calor de disolucion
R= constante general de los gases 8.314 J mol™" K™’
T= latemperatura absoluta en °K

En términos termodinamicos la solubilidad es un fendmeno que depende
directamente de la temperatura, esta informacion junto con la relativa al volumen
ocupado por los farmacos en solucion resulta fundamental en el diseno de formas

farmacéuticas liquidas homogéneas. (Irany y Fieming, 2006).

Cuando en la ecuacion de Van't Hoff no se obtienen comportamientos lineales en
la regresion, estos resultados indican que el AH® cambia con la temperatura en el
intervalo estudiado, lo cual a su vez, en pnmer lugar lleva a plantear modelos
polinomiales de segundo orden, que representa un modelo parabolico de la forma
y = atbx+cx?, en los cuales Y = InXp y x = T''. Estas ecuaciones son derivadas y
resueltas punto a punto para haltar la AH® a cada temperatura mediante ia

siguiente expresion:

d
AHS = —Ra-z- = —R(b + 2¢x)

w
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Qbtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Otra forma de procesar datos de solubilidad en funcion de la temperatura, cuando
estos no son lineales en la relacidon de Van't Hoff, es mediante la ecuacion de
Kirchhoff:

al
InX, = T + binT +C

A partir de la ecuacién de Kirchhoff se calcula la entalpia aparente de solucion

usando los coeficientes a y b mediante la expresion (Mora y col., 2005):

AH® = aR + bRT

Factores del soluto en estado solido.

Las propiedades que mas afectan la solubiiidad de solutos solidos son el tamano
de particula, polimorfismo u grado de orden o cristalinidad, asi como la formacidn
de hidratos o solvatos. Los sdlidos cristatinos son en general, menos solubles que
los amorfos, debido a que hay que aportar mayor energia para fundir el cristal, ya
que como se menciond anteriormente, cuanto mayor es el calor de fusion menor

es la solubilidad.
Obtencion de nano-cristales por ondas ultrasonicas.

En los recientes anos se ha reportado el uso de ondas de ultrasonido para

disminuir el tamang de mono-cristal.

La cristalizacion por ultrasonido se explica por la hipotesis de que a una baja
super-saturacion la cantidad de unidades en crecimiento en los alrededores del
cristal es pequena, en tales condiciones, la velocidad de transferencia de la masa
ilega a ser limitante en el crecimiento de las unidades en ia superficie del cristal,
de tal manera, que la aplicacion de ondas uitrasonicas mejora la velocidad de

crecimiento.

e
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Obtencian y caracterizacion de polinorfos o agregados solidos de Ketoconazol

La velocidad de crecimiento del cristal se divide en dos pasos: el primero es fa
iransferencia de masa del solulo a la interfase del cristal y el segundo es la
adherencia del soluto al cuerpo del cristal. Si la velocidad de reaccion llega a ser
tan rapida comparada a la transferencia de masa se dice que el proceso depende
de la transferencia de masa. Ganndhi y Murthy reportaron el uso de ultrasonido

en la cristalizacion de Sirulimus para la obtencion de nanoparticulas.

Los efectos de las ondas ultrasdnicas sobre los procesos de cristalizacion son
atribuidos a la generacion, crecimiento y colapso de micro-burbujas formadas en el
medio. (Saez y Mason, 2009)

Propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas del Ketoconazol

El antimicotico Ketoconazol (Mannistoy col., 1982) (figura 4), presenta probiemas
de biodisponibilidad asociada a su baja solubilidad. Entre las principales

propiedades fisicoquimicas que se han publicado sobre él estan:

Solubilidad: insoluble en agua, soluble en metanol y etanol; ligeramente soluble en

soluciones acidas.

e pK, 294 y 651 correspondiente al grupo piperazina e imidazol,

respectivamente.

o  Férmula quimica: CgH2sCloN4O4

e Peso Molecular: 531.44 g/mol

o Punto de fusion: 148 — 152°C

o Coeficiente de particion octanolfagua (log P): 3.73

 Volumen molar: 384.9 cm’

*  Presion de vapor: 1.39 X102 mm Hg 25°C
Entalpia de vaporizacion: 109.78 KJ/mol

Densidad, p: 1.38 glcm®

M
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Pertenece al grupo de compuestos sintéticos tdentificado como imidazoles o
triazoles, los cuales se han clasificado con base al niUmero de atomos de nitroégeno
en el anillo azol de cuatro miembros. Entre los primeros que se desarrollaron
estan: Ketoconazol, Miconazol y Clotrimazol; en el sequndo grupo se encuentran:
Itraconazol, Fluconazol y Variconazol. (Prabagar y Col., 2007). Actian
aumentando la permeabilidad de la membrana del hongo e inhibiendo la sintesis

de lipidos y enzimas.
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Figura 4. Estructura quimica de Ketoconazol

El Ketoconazol (KZL) es usado en el tratamiento de blastomicosis, histoplasmosis,
coccidiomicosis y en algun tipo de candidiasis; su mecanismo de accion se debe a
la inhibicion de ia esterol 14-a-desmetilasa en hongos. Esta enzima esta acoplada
con el complejo CYP450 y su inhibicion permite la acumulacion de Ergosterol en la
membrana citoplasmatica del hongo, alterando el arreglo de fosfolipidos, la funcion
de ATP-asas y otros sistemas de transporte membranal, para dar como resultado

el bioqueo de la proliferacion del hongo. {Bertram, 2005)

El KZL se administra via oral en comprimidos de dosis unica de 200 a 600 mg
diarios y de preferencia con alimentos; su absorcion es altamente dependiente del
pH gastrico y se ve afectada por la administracién conjunta de antiacidos, asi

como de Cimetidina o Rifampicina.
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Obtencion y caracterizgeion de polimorfos ¢ agregados sélidos de Ketoconazol
Debido a su lipofilicidad, la absorcion del KZL desde formas farmacéuticas sélidas

no solo se ve limitada por el pH del tracto gastrointestinal, sino también por la
capacidad de desintegracion del comprimido y su difusividad en el medio acuoso
(Mannisto y col., 1982). Por estas razones el KZL ha sido catalogado en el
Sistema de Clasificacion Biofarmaceuticacomo farmaco de Clase Il. (Kumaresan,
2008).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos anos se ha notificado un aumento en los casos de VIH en la ciudad
de México y en consecuencia, un incremento en la frecuencia de infecciones
micoticas oportunistas, lo cual se debe a las condiciones de inmunodeficiencia que
enfrentan este tipo de pacientes; entre los padecimientos mas comunes se

encuentra la tuberculosis y la candidiasis. (Hernandez y col., 2003).

En la actualidad existe una variedad de antimicoticos en el mercado utilizados en
el tratamiento de infecciones oportunistas causadas por hongos, tales como
Fluconazol e ltraconazol; sin embargo, el Ketoconazol (KZL) es un farmaco mas
accesible en términos econdémicos, ya que por cuestiones asociadas a vigencia de
patentes y pericdo de existencia en el mercado, el Itraconazol cuesta el doble y el
Fluconazo! es casi cinco veces mas caro. Por otro lado, en ios ultimos anos ha
surgido el interés adicional en el uso terapeutico del KZL, debido a que se ha
encontrado que tiene un efecto en la prevencion de metastasis de ciertos tipos de
cancer. (Firousz y Crawford, 1993).

Por otra parte, se ha reportado que en poblacion mexicana, después de una dosis
simple de KZL, existe una alta variabilidad en su biodisponibilidad, atribuida entre
otros factores a la baja solubilidad del farmaco. (P.T. Mannisto y col., 1982).
Segun ias propiedades descritas anteriormente, el KZL es un excelente candidato
de estudio para que mediante la obtencion de alguna entidad ya sea cristalina o
amorfa, se pueda mejorar su solubilidad, aumentar su velocidad de disolucion y
con ello, conseguir un incremento en su biodisponibilidad.

#
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos ¢ agregados solidos de Ketoconazol

No obstante gue existe una vanedad de procedimientos que se han probado para
mejorar la solubilidad y biodisponibilidad del KZL, como la formacién de complejos
con ciclodextrinas, formacién de mezclas micelares con tensoactives y formacion
de liposomas; estos métodos han mostradc ser ineficientes por la limitada
estabilidad de las formulaciones, durante el almacenamiento del sistema obtenido.
{(Woo vy col., 2003; Akkar y col., 2004;Prabagar y col., 2007).

Por el interés terapeutico que tiene el KZL, en los ultimos anos se han buscado
alternativas farmacotecnicas para mejorar su biodisponibilidad oral, entre ellas, la
formacidon de dispersiones sdlidas de amorfos de este fafmaco en
Potivinilpirrolidona, empleando un sistema de secado por aspersion. (Van de
Mooter y col., 2001). Sin embargo, no existen estudios de disolucion de estos

sistemas que demuestren un aumento significativo en la solubilidad del KZL.

De lo anterior surge el interés por disenar y estandarizar metodos que permitan
aumentar la solubilidad y velocidad de disolucion del KZL, ya sea por formacién de
polimorfos o solvatos mediante re-cristalizacion por descenso de temperatura,
evaporacion del disolvente ¢ por cambio de polaridad de éste, o bien obtener y

caracterizar dispersiones solidas de entidades amorfas del farmaco, en presencia
de PVP.

Con base a lo expuesto en los parrafos anteriores y con el objetivo de aumentar la
solubilidad del KZL, se plantea el siguiente cuestionamiento: ; Cual es el efecto
que tendra sobre la estructura fisica 0 estado de agregacion molecular del KZL su
re-cristalizacion controlada en metanol, etanol, isopropano!, sistemas acuosos de

distinto pH, asi como en presencia de PVP?
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HIPOTESIS

1.

La re-cristalizacion del Ketoconazol bajo condiciones controladas de
temperatura, uitrasonido y cambios de la polaridad del medio de disolucion
por adicion de un disolvente, determinarédn la entidad crstalina vy

prgpiedades de la misma.

. La incorporacion del Ketoconazol a una dispersion sodlida en

Polivinilpirrolidona dara como resultado entidades amorfas que modificaran

la velocidad de disolucion de dicho farmaco.

OBJETIVO GENERAL

Obtener mediante un sistema de re-cristalizacion controlada, una estructura

molecular estable de Ketoconazol que tenga mayor solubilidad y velocidad de

disolucion que la fase cristalina disponible en el mercado.

Objetivos particulares

1.

Desarrollar y validar un metodo por cromatografia de liquidos de alta

resolucion para la cuantificacion de Ketoconazol en solucion.

. Establecer la solubilidad del Ketoconazo! materia prima de referencia, a

temperaturas de 15, 25°C y 40°C en diferentes medios de disolucién.

. Establecer las condiciones de re-cristalizacion que controlan la obtencion

reproducible de un determinado estado de agregacidon molecular de

Ketoconazol.

Determinar el efecto que tiene la presencia de Polivinilpirrolidona en el
sistema de re-cristalizacion.

ldentificar mediante distintas técnicas analiticas instrumentales, el tipo de
estructura fisica formada en cada sistema estudiado.

Determinar la velocidad de disolucion intrinseca a 37°C, de los productos

obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Etanot (R.A), TECSIQUIM; Metanol HPLC, J.T. BAKER; Isopropanol, (R.A), J.T.
BAKER; Agua desionizada ultra-pura g—rado I (Sistema MILLIQ, Millipore);
Polivinilpirrolidona K-25 (Q. LUFRA); Acido férmico y clorhidrico (R.A), J.T. Baker;

Ketoconazol grado farmaceutico (muestra de referencia), Kallium Farmaceutica.
Metodologia

Validacion de un método por cromatografia de liquidos de alta resolucion
para la cuantificacion de ketoconazol en solucion.

E! método fue validado en un sistema cromatografico marca Waters formado por:
bomba Mod. 1525, automuestreador Mod. 7017 y homo TCM para control de
temperatura. Se ulilizé detector de fluorescencia Mod. Ultrafluor, marca

LabAlliance y tarjeta analogica- digital Satin®.

La separacion cromatografica de Keloconazol se realizé a parir delamodificacion
del meétodo reportado por Yuen y col. (1998), a traves de una columna Waters
Xterra MS Cqg de 3.5 um y 4.6 X 100 mm a una temperatura de 40°C, utilizando
como fase movil metanol:agua/dietilamina en proporcion 70:30/0.2% (v/v), a un
flujo de 1 mL/min con 10 pL de volumen de inyeccion. La longitud de onda de

excitacion y emision fueron de 240 nm y 376 nm, respectivamente.

Linealidad del Método Analitico.

Todas las soluciones de trabajo fueron disueltas en metanot al 100% partiendo de
una solucidon madre de 1 mg/mL. La curva de calibracion fue construida con 6
concentraciones: 0.4, 1, 4, 8, 12 y 16 pg/mL; con puntos control de 2, 6 y 10
pg/mL. La curva de calibraciony los puntos control se elaboraron de la siguiente

manera:
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Punto Concentracion [pg/mL] pL de solucion Aforo en metanol HPLC
CC1 0.4 40 de 100 pg/mL 10 mL
CC2 1 100 de 100 pg/mL 10 mL
CC3 4 400 de 100 pg/mL 10 mL
CC4 8 80 de 1000 pg/mL 10 mL
CCh 12 120 de 1000 pg/mL 10 mL
CCé6 16 160 de 1000 pg/mL 10 mL
PC1 2 200 de 100 pg/mL 10 mL
PC2 6 60 de 1000 pg/mL 10 mL
PC3 10 100 de 1000 pg/mL 10 mL

CC: es el nivel de concentracién en fa curva, y PC: son los puntos control a interpolar en la curva
de calibracion.

Se evalud la selectividad, linealidad del método, limite de cuantificacion,
estabilidad de la muestra en automuestreador y tolerancia al filtrado, asi como
precision y exactitud. Ei tratamiento de los datos se realizd por medio de una
regresion lineal por minimos cuadrados ponderados entre la concentracion
obtenida contra respuesta, para obtener €l intercepto, la pendiente, el coeficiente
de correlacion y el coeficiente de determinacion, con el fin de evaluar la linealidad
de!l metodo realizando el ajuste de la regresion ponderando 1/X. El tratamiento de
los datos se realizd a través del software estadistico SPSS®.

La validacion se realizé con base a los requerimientos de la NOM-SSA 177 (1998).

Determinacioén de curvas de solubilidad de Ketoconazol en: metanol, etanol,
isopropanol, agua Milli Q pH 6.5 y acido férmico 10 mM, pH 3.0

Se disend un sistema hermético de disolucion, constituido por tres reactores de
vidrio de doble fondo, con tapa esmerilada y empaques de teflon, con capacidad
de 50 mL. Las tapas disponian de entradas para toma de muestra y monitoreo de
temperatura. Entre el espacio formado por el doble fondo se hizo circular agua con
ayuda de una bomba de re-circulacion de agua (Little Giant Pump Company,

modelo CK-5). La temperatura y la agitacibn se mantuvieron constantes,

Luis Manuel Mendoza Morales — Pagina 42



respectivamente, por medio de un bafio de calentamiento marca Neslab y una

parrilla de agitacién magnética marca Thermoline modelo Cimarec 3.

Para la determinacion de las curvas de solubilidad se adicionaron 40 mL del
disolvente a evaluar y un exceso de KZL estandar de referencia. El sistema se
mantuvo bajo agitacién y temperatura constante durante 2 horas; periodo en que
el sistema alcanz—é el equilibrio de saturacidén acorde a lo reportado por Hoeschele
y col(1994). Al término del tiempo establecido se tomd la muestra y se filtro a
través de membranas de Nylon de 0.22 pm de diametro de poro para eliminar
cualqguier particula no disuelta. La muestra tomada se diluyd en metanol HPLC vy

se analizd por cromatografia de liguidos de alta resolucion con el método validado.
LLa determinacion se realizo a 15, 25 y 40°C para cada disolvente y por triplicado.

Sistemas de recristalizacion de Ketoconazof

e Re-cristalizacion por descenso de femperatura bajo condiciones de ultra-
sornicacion y sin ultra-sonicacion

Se disend un sistema de re-cristalizacion constituido por 2 reactores de vidrio de
doble fondo, con capacidad de 1000 mL. Entre el espacio formado por el doble
fondo se hizo circular agua con ayuda de un bano de recirculacion marca LAUDA
modelo Alpha RA12, con control de temperatura para calentamiento y
enfriamiento desde -20°C hasta 90°C La agitacidn se mantuvo constante

mediante una parrilla de agitacidon magnética Thermoline modelo Cimarec 3.

Se preparo una solucion sobresaturada de KZL en cada uno de los disolventes a

40 °C, segun la siguiente relacion:

Discolvente Volumen Masa anadida
Metano! 200 mL 493 ¢
Etanol 200 mL 15g

Isopropanol 400 mL 6.79
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

La solucion se preparo por duplicado, ambas se pusieron en agitacion constante y
solo a una se mantuvo con ultra-sonicacion a 90 ciclos/segundo, por 2 horas, por

medio de un Sonicador Vibracell Sonics, modeto VC&00-2,

Una vez transcurridas las dos horas, se inicid el proceso de enfriamiento a una
velocidad y agitacion constantes hasta 9°C con ayuda de un bano de recirculacion
marca LAUDA modelo Alpha RA12, el cual dispone de control de temperatura
para calentamiento y enfriamiento a velocidad constante desde -20°C hasta 90°C.
Al formarse los cristales se separaron de las aguas madres por medio de un
sistema de filtracion al vacio. E! polvo obtenido se secd en estufa a 60°C con
vacio. Este proceso se realizé para cada uno de los tres disolventes antes

mencionados.

Nota: debido a que el Ketoconazol mostro ser insoluble en sistemas acuosos, los
sistemas de re-cristalizacion se trabajaron en sistemas organicos, y el medio

acuoso se utilizd para cambiar la polaridad del medio para precipitar el activo.

» Re-cristalizacion en metanol por cambio de polaridad del medio de
disolucion.

Para este proceso de re-cristalizacion se utilizé el mismo sistemma montado para la
determinacién de las curvas de solubilidad, habiendose seguido el siguiente
procedimiento: se prepard una solucion sobresaturada.de KZL en metanol HPLC
disolviendo 4.9 g de Ketoconazol en 20 mL de metanol HPLC a 40°C. Después de
mantener la temperatura y agitacion constante durante 2 horas, se inicio la adicidén

de agua HPLC, a un flujo constante de 0.5 mL/min, durante 40 minutos.

El agua a adicionar fue previamente llevada a una temperatura de 40°C;
posteriormente, por medio de una bomba para HPLC marca Waters modelo 1525,
se inicio la adicion de agua al sistema metanodlico, introduciendo para ello la linea
de flujo de agua por la parte superior del reactor, en la entrada para toma de

muestra.
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En este sistema la canula se coloco tocando la pared superior del reactor, de
manera tal que el agua adicionada resbalara por las paredes del sistema. Durante

todo el proceso se mantuvo la agitacion.
Formacion de dispersiones solidas de Ketoconazol con Polivinilpirrolidona

Todas las muestras obtenidas bajo los procedimientos que se presentan a
continuacién, fueron caractenzadas por difractometria de rayos X de polvos,

calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia infraroja.
o Mezcla Fisica KZL-PVP

Se prepar6 una mezcla fisica de KZL con PVP en proporcion 40:60 p/p, la cual
seria utilizada como material de referencia para establecer comparaciones con las

muestras obtenidas con los distintos procedimientos de obtencion de las DS.
o Dispersion solida por eliminacion de disolvente a 100 °C (Muestra DSa)

Se pesaron dos partes de KZL por cada tres de PVP; gramo a gramo, ambas
sustancias se disoivieron por separado en aproximadamente 35 mL de metanol y
se mezclaron en un vaso de precipitados para formar una solucibn homogénea.
Esta solucidon se sometié a eliminacion del disolvente por evaporacion en estufa a
100°C durante 1 hora.

o Dispersion sélida por re-cristalizacion a temperatura sub-ambiente (Muestra
DSb)
Siguiendo un procedimiento semejante al anterior, se preparé un sistema para
obtener la dispersion solida PVP-KZL por evaporacion del disolvente, pero
permitiendc al sistema mayor tiempo para la formacion de los cristales. La
solucion metandlica de KZL-PVP se dejo bajo refrigeracion en un intervalo de

temperatura entre 2-10°C, por 1 semana.
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Obtencion y caraclerizacién de polimorfos o agregados solidos de Ketaconazol

o Dispersion solida obtenida por evaporacion del disolvente, sometida a
reduccion de tamarno por molienda (Muestra DSc)

Esta muestra se obtuvo de moler vigorosamente en mortero ta muestra DSa. La
finalidad de este tratamiento ha sido determinar si las dispersiones sélidas de KZL-
PVP son susceptibles a cambios por efecto de factores como la fragmentacion y la
compactacion, fendmenos a los que eventualmente estaria sometida la DS si se

pretendiera formularla en comprimidos.

o Dispersion solida por evaporacion de disolvente en capa delgada, a
temperatura ambiente (Muestra Dsd)

Una vez preparados 70 mL de una solucion de PVP-KZL, ésta se vertio sobre

papel aluminio en un area aproximada de 300 cm?. El metanol se elimind por el

mecanismo descrito en los parrafos anteriores. Al final se observo la formacion de

una pelicula fina adherida al papel aluminio, por lo que la recuperacion del sdlido

se realizd deformando la superficie del papel aluminio provocando Ila

fragmentacion de la pelicula dando un mayor rendimiento del sélido de interés.

o Dispersion solida por re-cristalizaciones sucesivas con evaporacion del
disolvente a temperatura sub-ambiente (Muestra DSe)

Se obtuvo la muestra como en DSb, y la masa cristalina solida fue sometida a
hasta 4 re-cristalizaciones sucesivas disolviendo los cristales y dejando evaporar

el disolvente a temperatura de 2-10°C.

» Caracterizacion de las muestras soélidas por Difractometria de rayos X
de polvos

El material solido obtenido en cada sistema de re-cristalizacion o de dispersion
solida se analizd en un difractometro de rayos X para polvos, Briker AXS-D8,
utilizando luz monocromatica Cu-Ka, con un voltaje de 40 kV, 40 mA y una

velocidad de barrido de 6° por minuto entre 2° 26 y 60 © 26.

m
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» Caracterizacién de las muestras solidas por Calorimetria Diferencial
de Barrido

Se obtuvieron curvas de comportamiento termico de cada muestra sélida obtenida,
asi como del KZL sustancia de referencia, la PVP y la mezcla fisica KZL-PVP;
para ello se utilizo un calorimetro diferencial de barrido marca Perkin Elmer,
modelo DSC-7 y se pesd de 2 a 4 mg de las muestras en crisoles de aluminio,
para esto se utilizd una autobalanza marca Perkin Elmer modelo AD-4. La
velocidad de calentamiento fue de 10°C/min, utilizando una atmodsfera de

nitrégeno con un flujo de 25 mL/min.

-

» Caracterizacion de las muestras solidas por Espectroscopia Infrarroja

El KZL de referencia y las muestras en polvo obtenidas de cada uno de los
tratamientos para la formacioén de DS con ei principio activo, fueron analizadas en
un espectrometro FT-IR Perkin-Elmer, usando una pastilla de bromuro de potasio
(KBr}, preparada mezclando suavemente en un mortero de agata,la muestra de
interés con KBr en proporcion 1:100. Cada muestra fue monitoreada en el
intervalo de 4000 a 400 cm’™

Disolucion Intrinseca

Se pesaron aproximadamente 300 mg de muestra y se colocé en la matriz de
acero inoxidable del aparato de Wood, con un diametro de 0.9 cm y un area
expuesta de 0.6362 cm®la cual una vez formado el compactose acopla a una

varilla de acero inoxidable de equipo de disolucion.

Las tabletas de las muestras en estudio se formaron con la ayuda de una prensa
Carver tipo “C”, acoplada a un mandometro digital Enerpac. La fuerza de
compactacion fue de una presion de 3000 psi. Una vez formada la tableta sdlo
queda expuesta una cara del farmaco al medio de disolucion, que consistié de 500

mL de HCL 0.1N, buscando simular el pH gastrico.
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El equipo utilizado fue un disolutor automatizado Vankel modelo VK 7000. La

temperatura del medio fue de 37°C £ 0.5°C y la velocidad de rotacién fue de 50

om 2 rpm.
Velocidad de disolucion aparente en canastillas (Aparato 1, FEUM, 2010)

Se peso el equivalente a 120 mg de KZL materia prima y dispersion solida, se
coloco en capsulas de gelatina dura. Estas se colocaron dentro de las canastillas
del aparato 1 y la prueba se realizé con un disolutor automatizado Vankel modelo
SSS. La temperatura del medio fue de 37°C + 0.5°C y la velocidad de rotacion fue
de 50 rpm + 2 rpm en 500mL de HCL 0.1M.

Determinacion de [a solubilidad de DS de KZL-PVP

De conformidad a los resultados obtenidos con los distintos procedimientos para
obtener DS de KZL-PVP, se seleccionaria una o mas muestras para ensayos de
solubilidad. Se propuso realizar la determinacion con HCI 0.1 M, a 15, 25 y 40°C,
para explicar los resultados obtenidos en los estudios de disolusion. El equipo

seria el mismo que para las pruebas de solubilidad def KZL.
RESULTADOS Y DISCUSION

Validacién de un método por cromatografia de liquidos de alta resolucion
para-la cuantificacion de Ketoconazol en solucion.

La selectividad de un método analitico se define como la capacidad de distinguir
una entidad quimica de otras presentes en la matriz analizada. El método analitico
propuesto fue selectivo y se demostré por la ausencia de interferencia en el tiempo
de retencion de ketoconazol (5.30 + 0.02 min), después de inyectar un blanco de
reactivos. Este consisti en una matriz formada por una mezcla de etanol,
metanol, isopropanol y agua, en proporciones 1:1:1:1, como se muestra en la

figura 5.

_ Y 1
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En la determinacion de la linealidad de la respuesta del sistema analitico mediante
el analisis de regresion de los datos sin ponderar, se obtuvieron desviaciones
estandar relativas mayores a 15%, tanto para el limite de cuantificacién (CC1),
como para el punto de control bajo (PC1), por lo que se requiric ponderar los datos
para reducir el efecto de la variabilidad de estas dos concentraciones bajas. (Tabla
A.1, del Anexo).

Se demostrd la relacion lineal entre el area del pico y la concentraciéon por medio
de una regresion lineal por el metodo de los minimos cuadrados, aplicando una
bondad de ajuste ponderada 1/x de los datos, el analisis estadistico se realizo con
SPSS® version 19.

El método fue lineal en el rango propuesto de concentraciones con un valorder y
>0.99 y m#0 conp < 0.05, el modelo que describe e! comportamiento de los
datos es Y = 416972.447X + 69829.6.

El limite de cuantificacion se establecié como la concentracion minima de la curva
de calibracion que puede ser cuantificada de manera precisa y exacta. Para el
presente estudio el limite de cuantificacion fue de 0.4 pg/mL (CV < 4%), con una

relacion senal/ruido >10.

Asi mismo, para determinar la precision y exactitud del metodo, estabilidad de la
muestra por al menos 2 horas a 40 °C y recuperacion en el proceso de filtracion,
se realizo el analisis de puntos de control de calidad (PC) en los tres niveles de
concentracion (PC1, PC2 y PC3). Los datos obtenidos demuestran que el
meétodo fue preciso, exacto y estable a las condiciones establecidas, ya que como
se puede observar en la Tabla 1, el % CV no fue mayor al 6% vy el porcentaje

recuperado para cada uno de los niveles de concentracion fue alrededor del
100%.
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos en la determinacion de KZL en el sistema de

HPLC desarrollado para este estudio: a) Respuesta a blanco de
reactivos, b) Respuesta de solucion de KZL al valor limite de
cuantificacion (0.4 ug/mL}, y ¢) Respuesta de la solucién saturada de
KZL en isopropanol a 40°C.

Los valores puntuales que corresponden a cada repeticion de muestra analitica,

con los que se obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 1, se relacionan
en las Tablas A.1 a A.10 del Anexo.
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De igual forma, la Tabla A.11 del Anexo muestra los datos obtenidos para el limite

infertor de cuantificacion (0.4 pg/mL, con 3.4% de CV).

Tabla 1. Resumen de la validacion del método analitico para cuantificar
Ketoconazol en solucion.

. - -
. Concentracion %o Ecuacion de la
CV %
Parametro nominal Recuperado ° r curva
- T - " Y = 416972.447X
Linealidad A N/A NiA | 099 +69829.6 |
Limite de
| cuantificacion 0-4 1134 34 Intervalo de cuantificacion:
2 103.7 (3.2} 0.4a10 pg/mL
hilk - 99.8 1.2
Repetibilidad 5 S (1.2) p < 0.05 para el andlisis
10 00. (0.7) de varianza de la
2 107.2 (4.5) regresion.
Reproducibilidad 6 108.2 (5.3)
10 107 (2.8)
2 99.5 (4.1)
Estabilidad 6 101.3 (4.9)
10 97.9 (3.8)
2 - 119.3 (3.4)
Recuperacion en 6 1090 82 (6.0)
fillrado -
10 107.96 {6.0)

Determinacion de curvas de solubilidad de Ketoconazol en metanol, etanol,
isopropanol, agua y acido formico 10mM pH3.0

Debido a que en la obtencion de un determinado polimorfo influye el disolvente
utilizado, fue que en este estudio se considero la posibilidad de realizar la re-
cristalizacion del KZL tanto por el metodo de evaporacion del disolvente (utilizando
alcoholes de distinta polaridad y acidez), como por el metodo de cambio de
polaridad del disolvente. En ambos casos, en la toma de decision del mejor
metodo no solo influye el que originé el polimorfo esperado, sino tambien el
guerequiera menor gasto de energia en caso de escalamiento industrial y en el
que no ocurra o sea menos probable la descomposicion quimica de la molécula de

interés.
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Para el analisis de los resuitados de solubilidad del KZL obtenidos en los distintos
disolventes, es necesario considerar entre otros elementos, la polandad y acidez
de los tres alcoholes alifaticos utilizados; que en ambos casos y para las dos
propiedades senaladas es, orden decreciente: metanol > etanol > isopropanol, con
valores de pKa de 15.5, 15.9 y 17.1, respectivamente. Cabe sefalar asi mismo,
que excepto el metanol, la acidez del etanol e isopropanol es menor a la del agua,

cuyo pKa es de 15.7.

Para la re-cristalizacion por el método de cambio de polaridad del disolvente se
consider6 importante conocer la solubilidad del KZL en agua deionizada (pH 6.5) v
en soluciéon de acido formico de pH 3.0, porque ambos representan valores
extremos de pH que influyen no sélo en ia solubilidad del farmaco, sino también
pueden modificar la estructura interma del cristal o dar lugar a un amorfo y porque
también es conocido que a pH acido, el KZL se degradada mas rapidamente por

oxidacion e hidrélisis, que a pH alcalino (Skiba y col. 2000).

En la figura 6 se presentan las curvas de solubilidad de KZL en los distintos
disolventes estudiados. Los resultados mostraron que la solubilidad en los
disolventes probados fue en el siguiente orden:
metanol>etanol>isopropanol>solucion de acido férmico 10 mM, pH3.0> agua, pH
6.5.

La figura 6a muestra que la solubilidad del KZL fue considerablemente mayor en
metanol (7.63 pg/mL, a 25°C), con respecto al etanot (2.11 pg/mL, a 25°C) e
isopropanol (0.99 yg/mL, a 25°C). La mayor solubilidad en metanol se explica en
funcién de su mayor capacidad acida con respecto a los otros alcoholes y por ello
logra una mayorinteraccionen la molécula basica del KZL. Esto concuerda con
resuitados de otros estudios, como los realizados por Hoeschele y col. (1994),

donde a valores bajos (1 a 3) de pH, el KZL se disuelve en mayor proporcion.

”
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En concordancia con lo antérior, la figura 6b muestra que el KZL es practicamente
insoluble en agua deionizada de pH 6.5 en el rango de temperatura propuesto (15
- 40°C). Asi mismo, se observa que en un medio acuoso acidificado, como el que
representa la solucién acuosa de acido formico 10 mM, cuyo pH fue de 3.0, la
solubilidad de KZL es mayor que en el agua, y que la concentracion del farmaco

aumenta por efecto de la temperatura entre 15°C y 25°C, pero disminuyea 40°C.
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Figura 6. Curvas de solubilidad de KZL en distintos sistemas disolventes en
funcion de la temperatura: 6a) Solubilidad del farmaco en tres alcoholes
completamente miscibles en agua (metanol, etanol e isopropanol); 6b)
Solubilidad del farmaco en agua (pH 6.5) y en solucién de acido férmico
10 mM de pH 3.

El decremento de la solubilidad del KZL en medio acido por efecto de la
temperatura se explica en funcién de que la constante de disociacion acida, como
cualquier constante de equilibrio, es una consecuencia directa de la temperatura
en la reaccion de disociacion, de modo que el valor de pKa es directamente
proporcional al cambio de energia libre de Gibbs estandar para dicho proceso.De
tal forma, el valor de pKa cambia con la temperatura y se puede entender de
manera cualitativa con base al principio de Le Chatelier, que explica: “si sobre en

un sistema en equilibrio se produce una variacion de una de las variables (presion
————————— e ——————————— e —————
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temperatura, composicion), el sistema reaccionard oponiéndose al cambio,

logrando de ese modo un nuevo estado en equilibrio”. Lo anterior se puede
expresar en términos termodinamicos mediante la siguiente ecuacion: (Atkins y de
Paula, 2009 y Dotro y col., 1994)
k. = AG
- e T Rr
De acuerdo a Van't Hoff, si dicho equilibrio es dependiente de fa temperatura, se
puede obtener el valor de un segundo estado de equilibrio a otra temperatura

mediante la expresion:

o Ke ~ad” (1 1
*k, 230 \7 T,

Lo anterior, junto con estudios realizados por Dotro y col. {19984}, tendrian que
ayudar a explicar tos resultados de solubilidad del Ketoconazol en acido formico
en funcion del cambio del vaior del pH de la solucion de acido formico cuando se
modifica la temperatura, ya que estos autores informaron sobre una refacion
logaritmica en un rango entre 0° y 50 C°, donde una solucién de acido férmico a
290 °K (=17°C) presenta un pH de entre 2 a 2.5, cambiando a un valor de pH

alrededor de 1.5 cuando ia temperatura se incrementd a 310 °K (=37°C).

Por lo antes descrito, tal y como sucede con casos como el que nos ocupa: el del
KZL en presencia del acido férmico, el incremento de temperatura del sistema a
40°C bajara el pHde aproximadamente 3 (cuando la temperatura es de 15°C) a
1.5 el pH del medio. Asi, si el Ketoconazol es una base débil, de acuerdo a la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch, considerando su primera constante de
disociacion (pKas = 6.51), y un pH = 3, la proporcidén de i{a forma no ionizada
(menos soluble) es de alrededor de 3.09 x 10™ y por lo tanto la solubilidad del KZL

seria relativamente alta a pH = 3; pero con respecto a su segunda constante (pKaz
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= 2.94), la proporcion de la forma no ionizada se incrementa considerablemente

(1.14) y de esta forma la solubilidad de esta especie es baja.

Si se considera que se tuvo un pH alrededor a 1.5 a la temperatura de 40°C, la
proporciéon de la forma menos soluble del KZL da un valor de 9.77 X 10°
considerando el pKa; = 6.51, con lo que se estimaria una mayor solubilidad del
KZL, pero con el pKa; = 2.94; Ia proporcion de la forma no ionizada da un valor de
0.036.

Por lo anterior, dado que de acuerdo a los resultados de este estudio existe un
comportamiento aparentemente anomalo en la solubilidad del KZL con el aumento
de la temperatura, se sugiere realizar mayores estudios al respecto en distintos
medios acidos y a diferentes temperaturas, ya que también es conocido que
cuando una sustancia por su estructura, presenta mas de una constante de
disociacion y entre ellas la diferencia de valores sucesivos de pKa es de 4 6 mas,
se puede considerar que cada especie se comporta como una entidad quimica

distinta, lo cual puede afectar la solubilidad en este caso del Ketoconazol.

Por otra parte, Hoeschele y col. (1994) reportaron que la solubilidad de

Ketoconazol en agua es dependiente del pH y del volumen del medio.

Con los datos de disolucion se analizo el comportamiento termodinamico del
proceso, habiéndose calculado la entalpia de disolucion AH® mediante el método
de Van't Hoff, para lo cual se grafico el fogaritmo neperiano de la concentracion de
KZL expresada en fraccidon mol(ln X;), contra el inverso de la temperatura en °K
(°C + 273.17°).

En las tablas A.12 a A.21 del Anexo se muestra los valores individuales obtenidos
en las tres repeticiones de solubilidad del KZL para cada disolvente a las tres
temperaturas estudiadas, asi como los datos experimentales de densidad de las
soluciones por temperatura de estudio y el tratamiento de los datos para obtener la

concentracion en fraccion mol. En la tabla A.22 y A.23 se presenta los datos de
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solubilidad de KZL en solucion de acido férmico obtenidos para la muestra de
dispersion sélida (DS) y los correspondientes a los valores experimentales de

densidad de la solucion.

Se hizo el ajuste curvilineode todas las curvas de solubilidad realizando un analisis
de varianza (ANADEVA), utilizando el programa SPSS® version 19.0. El analisis
estadistico de los datos calculados con la ecuacion de Van't Hoff mostrd ser una
relacion lineal solo cuando el medio de disolucion fue isopropanol, con un calor de
disolucion{AH?®)de signo positivo, fo que indica la necesidad de energia para entrar
en solucion. Sin embargo,para el metanol y etanol se observe que la mejor curva

de ajuste fue una relacion cuadratica. (Ver tabla 2)

En la tabla A.24 se muestran los datos utilizados para construir las relaciones de
Van't Hooff para el KZL de referencia, asi como de la dispersion solida. Esto
uttimo se analizara mas adelante. En la tabla A.25 se muestra un resumen del
valor de r* y el valor de p obtenido del analisis de varianza despues de la regresion

en el modelo lineal y cuadrético.

La decision del mejor modelo de ajuste se basé en el valor de p. Si el valor de p
es menor de 0.05 en ambos casos, el modelo de mejor agjuste se considero con

base al mayor valor de r*.

En el sistema disuelto en metanol y etanol se observo que et 99% de los datos se
explican por una ecuacion cuadratica. Al aplicar a los mismos datos el modelo
lineal, se explica el 97 y 94 %, respectivamente. Por lo que se considerd que el
perfil de solubilidad para metanol y etanol es cuadratico. No obstante, se tiene
presente que para que este tipo de estudios tenga mayor validez, se requerira de

incluir al menos otros dos puntos dentro del intervalo de temperatura analizado.

Por otro lado el sistema disuelto en isopropanol presentd un valor de * de 0.925 y
0.936, para el modelo lineal y cuadratico, en ambos casos con un valor de p <

0.05. Debido a que el porcentaje de los datos es explicado para ambos modelos

e ]
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de formasimilar,se decidid determinar la entalpia de disolucion con un modelo

lineal.

Tabla 2. Modelo matematico de mejor ajuste de la solubilidad del KZL en funcidn
de la temperatura, obtenido a partir de los datos experimentales con los
sistemas disolventes en estudio.

- Sistema disolvente ‘

“Funcién  p P

InX, = 12750804.652(T 1) - 5 |
Metanol : <0.05 ; 0.997
91570.040T ' +158.598 |

InX, = 17004341, 28(T Y

Etanol f | <005 0.997
1253283977 +212.894

T lsopropanol  InX,=-2882.066T '+ 318  <0.05 0926

- “Lineal: InX;=550.175T"'- 16960 =~ .

Agua Cuadratica: InX, =- 4907645240 >0.05 = <0.3

(T2 + 33218.629T ' - 71.262
: . " Lineal InX;=596.985-11.439
Acido formico 10mM pH3.0 Cuadratica: -5.824978.155 (T")*+ _ >0.05 <.53

i 39371.799 T - 75.890

De acuerdo a las ecuaciones de la tabla 2, que representan el modelo matematico
de mejor ajuste sobre la solubilidad del KZL en cada disolvente en funcion de la
temperatura,se observa que la AH’no es un valor constante cuandoel KZLentra en
solucion en metanol y etanol en el intervalo de 15° a 40°C, sino que es
dependiente de la temperatura. En otras palabras,a diferencia de lo que ocurriria
con ambos disolventes si el comportamiento hubiera sido lineal, en el caso del

KZ\ a cada temperatura le corresponde un valor distinto de AH®.

Para caracterizar el comportamiento deAH?%en etanol y metanol, primero se calculd
la primera derivada dela funcion cuadraticamostrada en la tabla 2,acorde a la

temperatura evaluada para cada sistema, para después aplicar la expresion:AH®=
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-R(b+2¢x), donde R representa la constante general de los gases (8.314 J mof '

K™, como lo reporta Mora y col. (2005).

De este modo, la derivada de una funcién cuadratica f(x) = cx? + bx + a, sera:
2cx+b, donde 2¢ representa la pendiente de la tangente a la curvay b la ordenada
al origen de la misma. Los valores calculados de AH® se muestran en la tabla
A.26 del anexo. Estos se obtuvieron al sustituir los valores del inverso de la

temperatura en x en la ecuacion AH® = -R{b+2cx).

Con los resultadosasi obtenidos,se grafico AH® en funcion de la temperatura
ramente mayor a una temperatura de absoluta,como se puede ver en la figura 7;la
solubilidad del KZL en metanol es practicamente espontanea (AH® = 0) por debajo
de 280°K (= 7°C), adiferencia del etanol, en el que esto ocurre por encima de este
valor (= 12°C). Asi mismo, por encima del punto interseccién de ambas curvas (=
32°C), la entalpia de disolucion es mayor para el etanol que para el metanol; con
io cual los datos experimentales de solubilidad del KZL en ambos alcoholes se

explican en funcion de ia termodinamica.

No se establecio igual tipo de comparacion con base termodinamica con relacion a
la solubilidad del KZL en metanol-etanol-isopropanol, debido a que para este
altimo su perfil de solubilidad en funcion de la temperatura resulté lineal y no
cuadratico como fue el caso del metanol y del etanol. Ademas, porque para el
isopropanol el cambio de solubilidad del KZL en funcidn de la temperatura dentro
del intervalo de 15 a 40°Cno fue muy grande (0.78 ug/mL para 15°C y 1.66 pg/mL
para 40°C;Tabla A.16 del Anexo).

Por su parte, el comportamiento de disolucion del KZL en medio acuoso mostro
grandes diferencias respecto a lo observado en los medios de disolucion
organicos; asi, mientras que en los aicoholes la solubilidad aumenta con la
temperatura, en agua se observa que ia solubilidad practicamente no cambiacon
el incremento de este factor (la diferencia entre ambas temperaturas es de 1.11

pg/ml.), tal y como se observa en la figura 6b y los datos de la tabla A.20.

= e -
T ——————— /™™
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En la tabla 2, se puede observar que para el agua y la solucion de acido férmico,
el ajuste lineal y el parabolico de los datos en el grafico de Van't Hoff no muestran
relacion significativa, con p>0.05 y una ™ menor de 0.3 y 0.5, respectivamente; lo
cual indica en términos inferenciales que menos del 30% vy el 50% de la vanacion,

respectivamente, es explicada por el modelo de regresion.

No obstante las limitaciones debidas al error experimental que se pueden observar
a partir de los resultados de solubilidad tanto en la solucion de acido férmico como
en agua (Tablas A.18 y A.20, respectivamente), es evidente que la solubilidad del
KZL en sistemas acuosos no depende solo de la temperatura, sino tambien de los
cambios de pH en un volumen determinado de solucion que pueden presentarse
por efecto de ta temperatura(Hoeschele y col., 1994 y Dotro y col 1994). Lo cual se
pudo hacer evidente para la solubilidad del KZL en acido férmico 10 mM de pH

3.0 (figura 6b) y que fue explicado con anterioridad.

A pesar del error experimental obtenido en los estudios de solubilidad del KZL en
los medios acuosos, al aplicar para el caso del acido férmico la ecuacion de Van't
Hoff con un ajuste a un modelo de regresion lineal, se observo que la solubilidad
es mayor a la temperatura mas baja (15°C =288.15°K) y se presenta una caida en
la solubilidad cuando la temperatura aumenta hasta 313.15°K (40°C),

representado en el punto 1/313.15 de la figura 8.

R e e ———————————
. — e
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Figura 7. Grafico que muestra la relacion entre el calor de disolucion (AH®)
delKZLen funcion de la temperatura absoluta (°K), en metanol (MeOH) y
etanol (EtOH). Se observa que la solubilidad del KZL en MeOH es
espontanea por debajo de 280°K (7°C), a diferencia delEtOH, que esta
por encima de este valor.

Los resultados obtenidos en los estudios de solubilidad permiten elegir los
disolventes en los cuales se ha de disolver el compuesto de interés, para llevar a
cabo procesos de cristalizacion o re-cristalizaciéon con rendimientos Optimos en
funcién de la mayor masa disuelta por temperatura. Por ello, de acuerdo a ios
resultados solubilidad, se concluye que el sistema disolvente para obtener altos

rendimientos de KZL re-cristalizado por descenso de temperatura, es el metanol.

Caracterizacion de los solidos obtenidos mediante los distintos sistemas de
re-cristalizacion de Ketoconazol

Una vez obtenidas las muestras de acuerdo al procedimiento establecido para
cada método de re-cristalizacion, fueron analizadas por difractometria de rayos Xy

calorimetria diferencial de barrido.

e ———————ee————————]
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Figura 8. Ajuste lineal y cuadratico del grafico de Van't Hoff para-la solubilidad def
KZL en la solucion acuosa de acido formico 10 mM, pH de 3.0, en el
que se observa un decremento en la solubilidad representado por la
disminucion en el valor del logaritmo de la fraccion mol a 1/313.15°K.

Estudios de difraccion de rayos X de polvos

La figura 9 muestra que los difractogramas de los cristales oblenidos en la re-
cristalizacion por descenso de temperatura en alcoholes de diferente polaridad,
con y sin aplicacion de energia por medio de ultra-sonicacion, no presentaron un

patron de difraccion distinto.
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La comparacion del difractograma de KZL materia prima con los difractogramas de
las muestras recristalizadas en distintas condiciones, demuestra que la estructura
cristalina del farmaco no se ve modificada por la polaridad del disolvente ni por el
proceso de ultra-sonicacion, ya que en todos los casos se observan picos bien
definidos en los angulos 28, lo cual implica que no hubo produccién de nuevas
formas cristalinas. Sin embargo, es evidente que cuando se recristaliza en una
solucion de isopropanol y en ausencia de ultra-sonicacion se observa una

disminucion en la intensidad de los picos en el difractograma.

Por otro lado, al igual que con la cristalizacion por descenso de temperatura en los
alcoholes en estudio, cuando se recristalizd KZL por el método de cambio de
polaridad del sistema en solucion mediante la adicion de agua; por difractometria
de rayos X, no se observo ningldn cambio en la intensidad y posicidon de los picos
de los difractogramas obtenidos, lo cual indica que por la conformacion de su
estructura quimica, al agregarse para formar el nucleo cristalino, las moleculas del
KZL se orientan en una sola estructura cristalina termodinamicamente estable, sin
que las moléculas del medio disolvente interfieran en la predisposicion, de modo
que no se obtiene ningun polimorfo.

De tal forma, los datos de este estudio coinciden con los obtenidos por Viseras
(1995), donde al analizar por difraccion de rayos X diferentes muestras de KZL
obtenidas por re-cristalizacion por el método de evaporacion del disolvente, se
encontré que cuando se utilizo isopropanol en el proceso de re-cristalizacion, la
intensidad de los picos en el difractograma disminuia con respecto a los otros
disolventes utilizados. Esto fue atribuido a una ligera disminucion en la
cristalinidad del poivo. Dicho autor también reporto que la presencia de metanol o
etanol como medio de disolucion no impacta el ordenamiento cristalino del KZL, lo

cual indica la ausencia de amorfismo o polimorfismo.

M
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Figura 9. Difractogramas de Ketoconazol materia prima(KZL) recristalizado por
descenso de temperatura en: (MeOH) metanol, (EtOH) etanol e {(ISP)
isopropano! con y sin aplicacion de energia por medio de
ultrasonicacion.
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Tamario de cristal

Para descartar que cualquier cambio en las propiedades termodinamicas de las
muestras obtenidas con los distintos sistemas de re-cristalizacion de este estudio
pudieran deberse a distinto tamano de unidad cristalina, con los datos obtenidos
de los difractogramas (ver tablas A27y A28 EN Anexo), se determino el tamano
aproximado de los monocristales aplicando la ecuacion de Scherrer {ver ecuacion
en antecedentes), como lo reporta Aguilar {(1976). Los resultados se resumen en la
tabla 3.

Tabla 3. Tamano de mono-cristal calculado por el metodo de Scherrer en los
cristales obtenidos por las diferentes condiciones de cristalizacion

Condicion de recristalizacion SOLVE_NIE__] Tamano de cristal °A |
Por cambio de polaridd de! solvente Etanol |  506.7853 4
__isopropanol 570.7409
metanol 564.8643
por Sonicando a 90 ciclos por minuto Metanol 521.7447
descenso | sin sonicar Metanol 487.3518
de _sonicando a 90 ciclos por minuto Etanol 569.8349 |
temperatura sin sonicar Etanol 571.2019
sonicando a 90 ciclos par minuto | Isopropanol 569.4044
sin sonicar Isopropanol 456.6752

Se compar6 estadisticamente el tamano de cristal promedio obtenido por fos
meétodos: 1) cambio de polaridad y 2) descenso de temperatura aplicando
ultrasonido, contra los cristales obtenidos por descenso de temperatura sin
ultrasonido. Previamente se analizé ia distribucion de los datos por la prueba
estadisitica de Shapiro-Wilk y se demostro que los datos no seguian una
distribucion normal, por lo cual se utilizd la prueba de Mann-Whitney, para
encontrar diferencia significativa entre la mediana del tamano de mono-cristal en

nm. {Tablas A 29 en anexo) los resultados se resumen en la tabla 4.

En los resultados se observa que el proceso de ultra-sonicacion durante la

cristalizacion del KZL no impacta el tamafo de cristal obtenido en presencia de
]
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etano! o metanol; asi mismo, no se observd diferencia significativa entre el método
de cambio de polaridad y descenso de temperatura. Sin embargo, cuando el
medio de disolucion es isopropanot, se observd un tamano de cristal
significativamente menor si se recristaliza por descenso de temperatura y sin
sonicar (Tabla 4).

Segun dichos resultados, el isopropano!l probablemente provoca un cambio en la
estructura externa del cristal de modo que se presenta un tamano de mono-cristal
ligeramente menor. Sin embargo, la estructura interna se mantiene en todos los

Ccasos.

Tabla 4. Tamano de mono-cristal de ketoconazol obtenido durante el proceso de
cristalizacidon por descenso de temperatura y cambio de polaridad del
sistema de disolucion.

: - Mediana del
Disolvente Condiciones Tamaro en nm p
Sin sonicasién , 52.957
Metanol U!trasonllcasson 53.215 0>0.05
Cambio de
. 59.288
7 polaridad ) B ~ N
Sin sonicacién _ 58.175
Etanol Ultrason!casmn i 58.605 0>0.05
Cambio de
. 52.86
polaridad
Sin sonicasion - 47.940
Isopropandl Ultrason]caS|on_ 58.959 ) P<0 05
Cambio de
: 59.087
polaridad .

.Estudios de calorimefria diferencial de barrido

Se realizaron estudios de calorimetria diferencial de barrido sélo de los polvosque
por difractometria de rayos X orientaban una posibilidad de cambio de estructura

interna.

Por lo anterior, considerando que por difractometria de rayos X se comprobd que

el KZL de referencia pertenece al mismo sistema cristalografico que los polvos

m
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cristalinos obtenidos en metanol y etanol con y sin la aplicacion de ultrasonido,

tanto con descenso de temperatura y por cambio de polaridad del disolvente, asi
como los que fueron producto de la re-cristalizacion con isopropanol en presencia
de ultrasonido; fue que se asumid que cualquier dato termodinamico que pudiera
aportar el ensayo calorimétrico, éste seria extrapolable a todas las muestras antes

senaladas.

De tal forma, el analisis calorimétrico fue aplicado a los polvos obtenidos en
isopropanol por descenso de temperatura sin ultra-sonicacidon, debido a
quefuesolo en ese lote de experimentacion donde se observd un cambio aparente
en los datos de difractometria de rayos X.

Asi, en la figura 10 se muestran las curvas de comportamiento térmico de las
muestras obtenidas por descenso de temperatura sin la aplicacidn de ultra-
sonicacion, para identificar cambios en la temperatura o calor de fusidon, que
pudieran reflejar un cambio en las propiedades de disolucionde los cristales
obtenidos.lLas lineas de comportamiento téermico indican que en todas las
muestras la temperatura de fusion es practicamente la misma en todas las
muestras; asi mismo, no se observa una diferencia significativa en el calor de
fusion, que oscila entre 92 y 95 J/g, con lo que se puede afirmar que en todas las

muestrasel sélido cristalino tiene la misma estructura interna.

Por otra parte, estos resultados confirman que la estructura interna de las
entidades sdlidas obtenidas en la re-cristalizacién en isopropanol sin sonicar, no
es diferente, por lo que el cambio observado en la intensidad de los picos de esta
muestra en el difractograma de rayos X, solo es debido a un probable
reordenamiento externo en la cara del cristal y que las moléculas de KZL
encuentran en estos sistemas de re-cristalizacion, condiciones hacia un solo

ordenamiento al estado sélido, termodinamicamente favorecido.

Con los datos de calorimetria diferencial de barrido se hace evidente que las
propiedades de solubilidad de los polvos obtenidos por los distintos

procedimientos de re-cristalizacion aplicados en el presente estudio, es de esperar
W
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que no sean diferentes a las de la materia prima de referencia. Esto tambien se
pudo corroborar aplicando los datos aportados por el ensayo calorimétrico a la
ecuacién de solubilidad ideal (In X,'): en la cual se relaciona la solubilidad del

solido solo en funcion del calor vy la temperatura de fusion.
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Figura 10. Calorimetria diferencial de barrido de: Ketoconazol materia prima
(MP) de referencia y cristales obtenidos por descenso de
temperatura sin ultrasonicasion en: (ISP) isopropanol, (EtOH) etanol
y {(MeOH) metanol. Se observa que noexiste un cambio significativo
en la temperatura y cator de fusion.
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Para calcular la solubilidad ideal de cada muestra, primero se obtuvomediante el
calorimetro el valor dei calor de fusion en Jfmol, para lo cual se multiplicaron los
valores experimentales de J/g obtenidos en los termogramas, por el peso
molecular del KZL (531.44 g/mol). Las temperaturas de fusion se expresaron en
grados °K y suponiendo una temperatura ambientede 25°C, se obtuvieron los
resultados de—la tabla A.30 del Anexo.En ella se observa que los valores de
solubilidad ideal del KZL expresados en fraccion mol (X';) oscilan entre 0.42 y
0.45, lo cual corrobora que la solubilidad, al menos en condiciones ideales, se
mantiene airededor de 0.45 en los cristales obtenidos por re-cristalizacion en los

tres alcoholes.
Dispersiones solidas de Ketoconazol con Polivinilpirrolidona.

Segun los resultados de los analisis instrumentales aplicados a las distintas
muestras de re-cristalizacion de KZL en metanol y presencia de PVP, se forman
dispersiones solidas formadas por una matriz donde el KZL, dependiendo del
procedimiento de re-cristalizacién se encuentra disperso en estado parcialmente

cristalino o amorfo(muestras DSb, DSd y DSa, respectivamente).

El sometimiento de la muestra DSa (matriz con KZL amorfo) a condiciones de
estrés mecanico como la molienda para obtener nuevamente un polvo (muestra
DSc), asi como la re-cristalizacion de KZL con PVP, eliminando el metanol que los
disolvia a temperatura ambiente (muestra DSd) y la serie de 4 re-cristalizaciones
consecutivas de la mezcla KZL-PVP {muestra DSe), puso de manifiesto que la
PVP favorece la formacion de dispersiones solidas amorfas de KZL por las
interacciones que mediante puentes de hidrégenose establecen entre ambos
componentes. Lo que confirma el papel estabilizador de la PVP en la formacion y

estabilidad de KZL amorfo disperso en la matriz solida de PVP.
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Estudios de difraccion de rayos X de las DS

Los estudios de difraccion de rayos X de la dispersion sdlida formada
(DSa)mediante evaporacion deldisolvente utilizando calor seco a 100°C,
presentaron un patron distinto at difractogranta obtenido de la materia prima de

KZLde referencia (Figura 11).

En el caso de la muestra DSa, se observa que el ordenamiento en la estructura
interna del solidoes de corto alcance, es decir, se obtiene una matriz
predominantemente amorfa, ya que solo se observa un maximo con un ancho de

pico por encima de 10°de 28.

La dispersion solida formada por re-cristalizacion lenta (1 semana) a temperatura
entre 2 y 10 °C(DSb), presentoun difractograma con picos bien definidos
aunqueatenuados,es decir, con menor intensidad, en las mismas posiciones 20

que el KZL materia primade referencia {(Figura 11).

Por otra parte, la comparacion en la misma figura 11 del difractograma de (DSb)
con el correspondiente a la mezcla fisica (MF) de KZL-PVP, mostrd que
existesimilitud, tanto en las posiciones como en la intensidad de los picos de
angulo 26, y estos ultimos coinciden con los valores de angulo de la muestra
cristalina del KZL sustancia de referencia. Lo anterior indica que la DSb
corresponde a una dispersion solida donde la lenta eliminacion del disolvente
permitid que las moléculas de KZL se dispersaran como pequenos agregados

cristalinos en la matriz de PVP.

Cabe senalar por otra parte, que la cantidad de material re-cristalizado mediante el
procedimiento anterior, fue de poco rendimiento, por lo que no seria recomendable

para un posible escalamiento.

En cuanto a la PVP utilizada en este estudio, el difractograma de la figura 11
también muestraque ésta es un material amorfo, pues solo presentd dos maximos

con un ancho de pico de alrededor de 10 unidades 20.
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Figura 11. Espectros de difraccién de rayos X de: Ketoconazol (KZL),
Polivinilpirrolidona (PVP), mezcla fisica
Polivinilpirrolidona/Ketoconazol  (MF) dispersion  soitda PVP/KZL
obtenida por evaporacion a 100°C (DSa) y dispersion solida obtenida
de PVP/KZL recristalizada lentamente a 2 - 10°C (DSb).
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Estudios de calorimelria diferencial de barrido de las DS

Los ensayos de calorimetria diferencial de barrido para las dispersiones sélidas y
la mezcla fisica mostraron resultadosque contribuyeron aconfirmar lo aportado por

la difractometria de rayos X.

La Tabla 5 muestra para fines de comparacion, el calor utilizado y la temperatura
en que ocurrio la transicion de fase solida a liquida para el KZL de referencia y
cada una de las muestras de dispersion solida obtenidas en {os distintos procesos
de re-cristalizacion bajo los procedimientos en estudio. Para el caso de la PVP, se

indica la transicion vitrea (Tg).

Tabla 5. Calor y temperatura de fusion de las entidades solidas de KZLobtenidas.

Muest(;a Y proce_@mlento Calor de fusion J/g Temperatura de fusion °C
e obtencidn
KZL recristalizado en 9216 147 53
metanol
KZL recristatizado en 93.94 147 22
etanol
KZL _recnstahzado en 94 20 147 42
isopropanol
Mezcla fisica (MF) 4.71 148.88
Dispersion solida R o
KZL-PVP, evaporacion a - -
100°C (DSa)
Dispersion soélida N
KZL-PVP, evaporacion 74 69 145.95
lenta a
2 -10°C (DSb)
Ketoconazol m.p. 95.90 R 14836
PVP - 2537 71.82 Tg = 40.36

- @ @ —
B ———————
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La figura 12 muestra las curvas de comportamiento térmico obtenidas para las
dispersiones solidas DSa y DSb, en el intervalo de temperatura de 30° a 160°C,
comparandolas con la mezcla fisica de KZL-PVP, asi como el comportamiento
térmico de la PVP. El comportamiento térmico mostrado por la muestra de KZL-
PVP re-cristalizada por evaporacion del disolvente a 100°C mediante calor seco
{DSa), confirma lo observado mediante difractometria de rayos X: mediante este
procedimiento, se forma una dispersion solida en la que el KZL sufre una

amorfizacion.

Por otra parte, las particulas solidasde DSb mostraron como Unico evento térmico
un pico de fusidon correspondiente a una temperatura de 145.95°C, el cual no difirio

en mas de 2.41°Cde la temperatura de fusion del KZL de referencia (Figura 10).

El calor de fusion de la muestra DSb (74.69 J/g) difiere solo en alrededor de 20 J/g
del valor obtenido para el KZL. de referencia (95.90°C) y de los cristales obtenidos
en metanol, etanol e isopropanol, por lo que se confirma que la re-cristalizacion
lenta de la mezcla KZL-PVP a baja temperatura permitio que solidificara el KZIL. en
forma cristalina e independiente, dispersandose el farmaco en la matriz de PVP,

de la misma manera en gue ocurre en una mezcla fisica.

La mezcla fisica (MF) también presentd como evento térmico un pico de fusién a
148.36°C, de modo que se puede concluir que no existe interaccion entre PVP y
KZL en mezclas al estado solido, situacion que seria confirmada asi mismo por el
analisis en infrarojo.La diferencia en el calor de fusidn se atribuyé a la baja

proporcion de KZL. y presencia mayaoritaria de PVP en la mezcla.

Estos datos en conjunto con los resultados de difraccion de rayos X y los
aportados por el andlisis de espectroscopia infraroja evidencian que el
procedimiento mediante el cual se obtuvo fa muestra DSa da lugar a una
dispersion sdlida en donde el KZL se encuentra disperso en estado amorfo en la

matriz de PVP, lo cual segun fue notificado por Van den Mooter y col.(2001),
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estabiliza la estructura amorfa del KZL o retarda su inter-conversion al estado

cristalino.

Flujo de calor mW

1 3 f ¥ ! ; ¥ ES ":E

103 20 0 80 110 3 10 10 180 1

Figura 12.Curvas de comportamiento termico de: Polivinilpirrolidona (PVP),
dispersion solida KZL-PVP obtenida por evaporacion del disolvente a
100°C (DSa), dispersion solida obtenida por evaporaciéon lenta del
disolvente a 2 - 10°C (DSb) y mezcla fisica KZL-PVP en proporcion
3:2 (MF).
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Estabilidad de la dispersion solida formada

La dispersion solida DSa presento el problema de bajo rendimiento, debido a que
en el sistema utilizado, durante la evaporacion del disolvente el sélido remanente

se adhirié en su mayoria a las paredes del recipiente de cristal.

No obstante lo anterior, se evaluo la estabilidad de la dispersién solida (DSa)en las

siguientes condiciones:

* Dispersion sdlida sometida a fragmentacion en mortero (DSc) de porcelana.
El analisis por difractometria de rayos X de la muestra obtenida mediante
este procedimiento, demostro que las particulas sdlidas permanecieron

como dispersidn solida con el KZL en estado amorfo.

e Para obtener mayor rendimiento de la dispersion solida una solucion
metandlica de KZL-PVP se vertio sobre una superficie flexible de aluminio
hasta formar una pelicula delgada, dejando que se solidificara por
evaporacion a temperatura ambiente. Una vez solidificada la muestra, solo
fue necesario deformar el recipiente de aluminio, obteniéndose un sdlido en

polvo (muestra DSd).

* Una muestra de KZL-PVP disuelta en metanol, fue sometida a un proceso
de evaporacion hasta solidificacion seguido de redisolucion hasta en cuatro

ocasiones (muestra DSe).

La figura 13 muestra que el analisis por difractometria de rayos X de las tres
muestras anteriores demostré que la estructura sélida amorfa de la dispersion
solida de KZL-PVP, mantiene un patrén de difraccion semejante al de la

muestra DSa.

e e e e e S e |
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Figurat3. Patrones de difraccion de rayos X de dispersiones solidas de KZL-
PVP obtenidas bajo distintos procedimientos: (DSa), muestra obtenida
por disolucion en metanol y evaporacion del disolvente con calor seco
a 100°C;{DSc) muestra obtenida como en DSa, fragmentada
posteriormente en mortero; (DSd), muestra obtenida por_disolucion en
metanol y formacién de pelicula por evaporacion del disolvente a
100°C; y (DSe) muestra obtenida mediante disolucion y evaporacion
del disolvente en cuatro ocasiones consecutivas a 100 °C.

Analisis por espectroscopia infrarrofa

Para confirmar los resultados obtenidos por difractometria de rayos X vy
calorimetria diferencial de barrido con las muestras de dispersiones solidas
obtenidas, y poder observar si existe algun grado de interaccion del KZL con la

PVP, se analizaron por espectroscopia infrarroja.
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LAHERCION ) CArACIErIZGCION di Q105 Q ¢

Se comparo el espectro infrarrojo de: KZL materia prima, PVP materia prima, la
mezcla fisica KZL-PVP, asi como las dispersiones solidas de KZL-PVP: DSc, DSd
y DSe (Ver figura 14).

En la figura 14 se observola presencia del pico caracteristico del grupo carbonilo
{C=0) (Morrison y Boyd, 1998) perteneciente al grupo funcional amida en la
muestra de KZL y de la pirrolidona de la PVP, con posiciones en 1644 y 1655 cm’
respectivamente, mostrandose como una banda delgada para el farmaco y una
banda ancha en el polimero. Cuando se analiza la mezcla fisica (MF) se observa

la adicion de ambas, formando una banda ancha con terminacion afilada.

Por otro lado, se observa la senal de grupo aril-éter {enlace C-O) (Morrison and
Boyd, 1998) con bandas entre 1200 y 1244 cm’'y un éter-alifatico con bandas
entre 1060 y 1150 cm™'para KZL. En el caso de la PVPésta mostré un pico ancho
entre 3000 y 3700 cm'debido a una vibracién de estiramiento caracteristica del

grupo O-H por absorcion de agua. (Bhupal y col., 2010).

El espectro infrarrojo de la mezcla fisica (MF) claramente muestra bandas de
absorcion de efecto aditivocorrespondientes alKZL y la PVP. Sin embargo, en el
espectro de las dispersiones solidas es evidente un ensanchamiento de las
bandas correspondientes a los grupos C=0 y C-O, este uitimo ligado al grupo
aromatico, lo cual indica la probable formacioén de puentes de hidréogeno entre el

KZL y la PVP, favorecidos por la elevada electronegatividad del oxigeno.

En las figuras 14 y 15, se muestran los espectros infrarrojos correspondientes
a:KZL materia prima de referencia, la mezcla fisica (MF) de KZL-PVP, asi como
las dispersiones sélidas obtenidas por evaporacion lenta y en condiciones sub-
ambiente deldisolvente (DSh), 1a dispersion solida obtenida bajo los tratamientos
de molienda en mortero (DSc), la dispersion solida obtenida por formacién de una
pelicula de la mezcla KZL-PVP con eliminacion del disolvente a
temperaturaambiente (DSd) y la dispersion solida obtenida mediante 4

disoluciones y re-cristalizaciones consecutivas {DSe).
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Figura 14. Espectros de infrarrojo de: (KZL), Keloconazol materia prima de
referencia; (MF KZL-PVP)mezcla fisica de Keloconazol con
Polivinilpirrolidona y (PVP K25) Polivinilpirrolidona K25
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Figura 15. Espectro infrarrojo de: (KZL) ketoconazol materia prima de
referencia, (PVP K25) Poliviniipirrolidona K25, (DSc) dispersion
solida KZL-PVP sometida afragmentacion en mortero de
porcelana,(DSd) muestra obtenida por disolucion en metanol vy
formacion de pelicula por evaporacion del disolvente a
temperatura ambiente; y (DSe) muesira obtenida mediante
disolucion y evaporacion del disolvente en cuatro ocasiones
consecutivas.
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Determinacion de la disolucion intrinseca de las dispersiones soélidas de
KZL-PVP

Como fase final de este estudio, se evaluaron las caracteristicas de la disolucién
del KZL en el sistema dedispersion soélida amorfa obtenido, contrastando los
resultados con los delKZL materia prima de referencia, para ello se utilizo la
muestra DSd. El estudio se realizé por duplicado para DSd y solo una vez para
KZL, mediante la elaboracion de un disco de area superficial controlada utilizando
el Aparato de Wood. Los datosexperimentales se muestran en la tabla A.31 del
Anexo vy la figura 16 muestra los perfiles de disolucion intrinseca obtenidos para
ambas muestras, con los valores de la ecuacion correspondiente, una vez

aplicado regresion lineal.

Los muestras DSa, DSc y DSe no son tomadas en cuenta en el estudio debido

mostraron ser equivalentes en los estudios de difraccion de RX e IR.
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Figura 16. Perfil de disolucién intrinseca en HCI 0.1 M, de Ketoconazol materia
prima (KZL) y dispersion sélida KZL-PVP, muestra DSd, usando el aparato de
Wood.
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Para considerar un farmaco en la categoria de baja solubilidad, se ha establecido
{Hurtado y col., 2004), un valor para la constante de velocidad de disolucion
intrinseca < 0.1mg/min.cm?®. Conforme a los resultados obtenidos en el presente
estudio (figura 16), la pendiente de la ecuacion de la recta corresponde a la
velocidad de disolucion intrinseca, observandose que para ambos casos el valor
de velocidad de disolucion intrinseca es <0.1, y de manera particular, que en la
dispersion soélidael valor de la velocidad de disolucion es la mitad del valor
encontrado para la materia prima de referencia. Lo anterior, no obstante que la
muestra DSd corresponde a una dispersién soélida donde el KZL se encuentra en

estado amorfo.

Por otra parte, para descarar el efecto de la presion de compactacion sobre la
disolucion, el cual pudiera haberse presentado al elaborar el disco para la prueba
de disolucion con el aparato de Wood, se realizd una prueba de disolucion
aparente utilizandc el Aparato 1 (canastillas), de ta FEUM (2010). Para esta
prueba se encapsulo una muestra de DSd conteniendo el equivalente a 120 mg de
KZL y se caracterizo asi mismo el perfil de disolucionde KZL materia prima y una
mezcla fisica de KZL-PVPde tas mismas proporciones que el contenido de la
dispersion soélida. Los datos se presentan en la tabta A.32 del Anexo vy los perfiles
de disolucion aparente se pueden observar en la figura 17, asi como la velocidad
de disolucion aparente representada por la pendiente de la regresion lineal de los

5 min hasta el tiempo en el que se alcanza el maximo disuelto.

Durante el proceso de disolucion se observo que tanto en la mezcla fisica (MF)
como en la dispersion solida (DSd), la presencia de polivinilpirrolidona provoca la
formacion de un aglomerado suave del material solido, el cual fue dificil de liberar
de la canastilla, en cambio, elpolvo de Ketoconazol materia prima fue liberado
inmediatamente despues de la desintegracidon de la capsula dentro de la

canastilla.
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Figura 17. A) Perfil de disoilucion en HCI 0.1 M y B) velocidad de disolucion:de
Ketoconazol materia prima (KZL), Ketoconazol en dispersion solida

(DSd) y mezcla fisica KZL-PVP (MF), usando el aparato 1
(canastillas).
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En la tabla 6 se resumen los valores de la velocidad de disolucidn para cada uno
de los tratamientos. Se observa que la velocidad de disolucion para KZL es
superior a MF y DSd ya que alcanza la cantidad maxima disuelta a los 15 min, a

diferencia de los dos ultimos que alcanzan el maximo disuelto a los 30 min.

Tabla 6. Velocidad de disolucion aparente de Ketoconazol para cada tratamiento.

Tratamiento | Pendiente (ug/mL.min.) r2 Intervalo de tiempo
DS&d 6.9686 0.9787 5-30 min.
MF 9.1128 0.9931 5-30 min
KZL 20.802 0.8722 5-15 min.

Con los resultados obtenidos en los estudios de disolucion se hizo evidente que la
presencia de Polivinilpirrolidona K25 retarda la disolucion delKetoconazol, o cual
difiere con lo reportado en la literatura para otros farmacos, en donde la velocidad
de disolucion del activo aumenta con e! incremento de la proporcion de
Polivinilpirrolidona en la dispersion solida, siendo la mejor proporcion 1:9 (p/p)

farmaco:acarreador(Gopal y col., 2010; Ali y col., 2007; Manimaran y col., 2010).

Por otro lado, Gehan y col.(2010)han reportado la influencia del peso molecular de
PVP como acarreador en una dispersion solida, sobre la velocidad de disolucion
de KZL, encontrando que a medida que aumenta el peso molecular del polimero la

velocidad de disolucidn se ve disminuida.

Con la finalidad de explicar el fenomeno de la disminucion de la velocidad de
disolucién del Ketoconazol por efecto de |la presencia de la Polivinilpirrolidona, se
evalud el comportamiento termodinamico del proceso de disolucion en el sistema.
El grafico de Van't Hoff obtenido a partir de los resultados experimentales(figura
18), mostro un comportamiento parabolico inverso al observado con los
disolventes organicos, lo cual sugiere una disminucion en la solubilidad del KZL

con el aumento de la temperatura al estar en ia dispersion solida.
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El ajuste de la regresion se muestra en la tabla A.25 del Anexo, obtenido de los
datos de las tablas A.22 y A.23 que proporcionan los datos experimentalesdel

mismo.

Si se deriva la ecuacion obtenida en las temperaturas evaluadas y se grafica el
calor de disolucion en funcion de la temperatura, se observa que por encima de

295.6°K (22.5 °C) el calor de disolucidn toma valores negativos (ver figura 19).

El cambio de energia libre estandar para el proceso de disolucidon se ha calculado

por medio de la expresion (Mora y col., 2005):
AGSOF-RTII']XQ

Por otro lado, para calcular el cambio de entropia estandar aparente de disolucion
a partir de los valores aparentes de entalpia y energia libre, se ha utilizd la

siguiente expresion (Mora y col., 2005):
ASgo= (AHsol' AGsol)/T

INX2 = -17455743.1012975E7(1/T) + 118181.361 (T) - 208.748

580 R? Cuadrdtico =0. 936 p=0.05
o
-8 ao-l °
o 9 ODJ
>
=
92070
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Figura 18. Grafico de Van't Hoff obtenido de la dispersion sélida KZL-PVP en
acido clorhidrico 0.1M, a15, 25y 40 °C.
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En la tabla 7 se muestran los valores de entropia, entalpia y energia libre para el
proceso de disolucion de la dispersion soélida (DSd) en HClI 0.1M y en la tabla A.33

del Anexo se muestran los datos experimentales.
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Figura 19. Grafico que relaciona el calor de disolucion en funcion de la
temperatura, en el proceso de disolucion de la dispersion solida KZL.-
PVP en acido clorhidrico 0.1M.

Tabla 7. Valores de entalpia, energia libre y entropia de disolucion aparente

calculados para el sistema de dispersion solida.

Temperatura °C Entalpia AHg, Energia libre AGg, Entr&bia ASq

15 247478327 | 21184.2592 12.3662194

_ 25 900450501 | 21646953 |  -102.798598
0 | -s5501.3062 24364.0191 255300044
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Bajo el mismo procedimiento, se calculd la energia libre de Gibbs vy la entropia del
sistema de disolucion para los cristales de KZL obtenidos por re-cristalizacion en
etanol y metanol. Los datos se presentan en la tabla 8, los cuales son el resultado

de los valores experimentales que aparecen en las tablasA.34 y A.35 del Anexo.

Tabla 8Valores de entalpia, energia libre y entropia de disolucion aparente
calculados para la disolucion de cristales de KZL obtenidos por re-
cristalizaciéon en metano! y etanol.

[ KZL Temperatura °C AH,g AGg, AS,
o 15 25565.7339 | 13461.3296 | 42.0043873
Re-cristalizado 25 502411733 | 12617.5935 | 126.181641
en metanol

40 842996147 | 9860.83998 | 237.694462

| 15 8863.08128 | 15359.1383 | -22.5424474

Re-cristalizado en etanol 25 43511.6781 | 14986.5441 | 956673507
40 91335.637 | 12341.3544 | 252.2409 |

Mora y Col. (2005) ha reportado que en el fendmenc de disolucion un valor
positivo de energia libre indica que energéticamente el soluio preferira permanecer
en su propia fase en lugar de pasar a la solucion. Por otro lado, asi mismo reporta
que el proceso de disolucion como mezcla que es, en el caso ideal implica
necesariamente un aumento en la entropia, esto es un aumento en el desorden a

nivel molecular.

De esta manera, comparando los datos obtenidos de energia libre de Gibbs y de
entropia se observa que en el proceso de disolucion de la dispersion solida, en
HCI 0.1 M el incremento de |la temperatura provoca un aumento en la energia libre
y una disminucién en la entropia del sistema, lo que explica termodinamicamente

la disminucion de la solubilidad con el incremento de la temperatura.
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Por otro lado, en los disolventes organicos representados por el etanol y el
metanol, el aumento de la temperatura muestra un efeclo contrario, pues se
observé una disminucion de la energia libre y un aumento en la entropia, fo cual,
favorece termodinamicamente al proceso de disolucion, o cual puede atribuirse a
gue la PVP es soluble y existe una solvatacion de esta que favorece la formacion
de puentes de hidrogeno KZL-PVP.

Gehan y colaboradores (2010)estudiaron el efecto de! peso molecular de
polivinilpirrolidona (PVP K17, K25 y K30) en dispersiones solidas, sobre la
solubilidad del Ketoconazol, determinando la relacion existente entre el porcentaje
de polivinilpirrotidona presente en la dispersion solida sobre la solubilidad del
Ketoconazol. En dicho estudio fue evidente una relacion lineal entre las variables:
a medida que aumentaron la concentracion del polimero (0-20%) se observo un
aumento en la solubilidad del Ketoconazol. Por otro lado, dicho antes observaron
gue e! peso molecular del polimero influye sobre la solubilidad del Ketoconazol, de
manera tal que K25 y K30 retardaron la liberacién del farmaco, mostrando
aumento hasta el 20 % disueltoa los 120 minutos {Q120), en cambio la dispersion

solida formulada con PVP K17 mostrd un 100% disuelto en el mismo Q..

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron una disminucion en [a
velocidad de disolucionintrinseca de Ketoconazol. Sin embargo, la cantidad de
farmaco disuelta a los 40 minutos (Q40 ver tabla A32 en anexo Y FIGURA 17), es
equivalente para Ketoconazol materia prima, en la mezcla fisica y el la dispersién
solida. Lo cual concuerda con los resultados presentados por Gehan vy
Colaboradores (2010).

La cantidad maxima de farmaco disuelto en el estudio de disolucion realizado en el
aparato 1 se encontro a los 15, 30 y 40 minutos para KZL materia prima,
Ketoconazol en la mezcla fisica con polivinilpirrolidona y Ketoconazol en la

dispersion solida, respectivamente.
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Segun los resultados de calorimetria diferencial de barrido se observa que la
temperatura de fusidon para Ketoconazol materia prima y Ketoconazol en la mezcla
fisica es alrededor de los 148 °C, pero en el caso de la dispersion sdlida es
evidente que et pico endotérmico desaparece, por otro lado el calor de fusion de
KZL y materia prima es mayor en magnitud respecto al calor de fusion encontrado
para la mezcla fisica. Estos resultados junto con los obtenidos en el analisis de
rayos x demuestran que la mezcla fisica no mostré ningun grado de amorfizacion,
pues tanto la temperatura de fusidn como el patron de difraccion de RX se

mantienen, confirmando la presencia de KZL en estado cristalino.

En la dispersion solida se observa que el patrdn de difraccidon y el analisis térmico
concuerdan con un perfil de la perdida de la cristalinidad, mostrando la presencia

de Ketoconazol en estado amorfo.

Al estabilizar el estado amorfo de Ketoconazol se esperaria que las propiedades
de solubilidad en medio acuoso superaran a las de la materia prima, sin embargo,
no fue asi, ya que lo que en realidad se obtuvo fue un sistema en el cual la

liberacion de KZL fue retardada, aun cuando el estado amorfo esta presente.

La mezcia fisica de KZL y PVPmostré una velocidad de disolucién intermedia
entre Ketoconazol materia prima y Ketoconazol en la dispersion solida. El retardo
en la liberacion de Ketoconazol de la mezcla fisica se explica en base al
aglomerado que presentd polivinilpirrolidona al humectarse con el medio de
disolucion, lo cual resultd por un lado en la disminucién en la superficie de
contacto y por otro la aita viscosidad que presenta polivinilpirrolidona K25
alrededor de la superficie de contacto, lo cual dificulta el proceso de difusion de
Ketoconazol hacia el medio de disolucion, a diferencia de KZL materia prima que

se libero de la capsuia sin mostrar aglomeracion.
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El retardo de la liberacion de Ketoconazol en la dispersion solida respecto a la

mezcla fisica se explica en base a los valores de las constantes de estabilidad
aparente reportadas por Gehan y colaboradores para la formacion de una
dispersion solida de KZLcon PVP: K17 (141 M), (K25 179 M) y K30 (191 M),
Un mayor valor representa una mayor interaccion entre el farmaco y el acarreador.
Por otro lado, segun los resultados de espectroscopia infrarroja se refleja la
probable formacion de puentes de hidrogeno entre los hidrogenos de
Polivinilpirrolidona y el oxigeno del grupo carboxilo de la amida el aril-éter,
visualizado por el ensanchamiento en las bandas correspondientes a estos grupos
funcionales. Segun Van den Mooter y colaboradores al encontrarse una mayor
interaccidn entre el farmaco y el acarreador en una dispersion solida el proceso de

liberacion podria verse retrasado.

Los valores de entropia y energia libre encontrados para la dispersion solida a 40
°C sustentan los resultados encontrados a 37°C, demostrando que a esta
temperatura el proceso de disolucidn de KZL esta impedido energéeticamente,
debido a que antes de difundir Ketoconazol al medio de disolucion este debe
vencer la interaccidon existente con ia polivinilpirrolidona, para después atravesar el
micro medio de alta viscosidad formado en los alrededores de 1a dispersion solida,
causado por el polimero acarreador, una vez liberado se debe formar la cavidad
en el medio de disolucion representado por la entropia del sistema, Lo cual sera
constante bajo las condiciones controladas establecidas. De aqui que el paso
limitante es el proceso de liberacidn, que depende de las caracteristicas

fisicoguimicas del polimero utilizado para la formacion de la dispersion solida.

El acarreador utilizado en una dispersion solida debe de disminuir la barrera
energética durante el proceso de liberacion det farmaco al medio de disolucion, en
el caso particular de este estudio el uso de polivinilpirrolidona con un peso
molecular menor disminuiria la interaccidon farmaco acarreador y la viscosidad

alrededor del micro medio formado alrededor de la dispersion sélida.
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CONCLUSIONES

1. El Ketoconazol solidifica en una entidad cristalina Unica — no presenta
polimorfismo ni solvatomorfismo -, y con un mismo tamafo promedio de
cristal, a partir de su re-cristalizacion en soluciones de etanol, isopropanol y
metanol; no habiendose observado influencia de otros factores del proceso
de re-cristalizacion como el descenso de la temperatura, el cambio de
polaridad del medio con ta adicion de agua, ni con el uso de ultrasonido.

2. La re-cristalizacion del Ketoconazol con isopropanol sin aplicacion de

ultrasonido s6lo mostro un tamano de mono-cristal menor al de los sdlidos
obtenidos por los otros sistemas, lo cual se atribuye a un efecto del
disolvente sobre el crecimiento de las caras del cristal.
Esta observacion es semejante a lo notificado por otros autores y cuya
causa asi como su posible impacto sobre las propiedades farmacotécnicas
del activo, como son las reologicas, podria ser motivo de estudios
posteriores.

3. Para los fines del presente estudio se logré desarrollar y validar un método
analitico de cuantificacion de Ketoconazol utilizando cromatografia de
liquidos de alta resolucion, el cual fue selectivo, lineal y preciso en el
intervalo de 0.4 a 16 ug/mL.

4. De los medios disolventes estudiados, la solubilidad del Ketoconazol fue
mayor en metanol, lo cual se atribuyd a un efecto combinado de este
disolvente, tanto por favorecer la formacion de una mayor proporcion de
puentes de hidrogeno, como por su capacidad de presentar ante el
Ketoconazol una mayor fuerza de adhesion soluto-disolvente que de
cohesion disolvente-disolvente que el etanol, isopropanol, agua y acido
formico, lo cual fue comprobado mediante estimaciones termodinamicas.

5. Se demostré que la incorporacion de Polivinilpirrolidona durante la re-

cristalizacion del Ketoconazol en metanol, produce una dispersion sélida en

=
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la que los componentes forman una matriz sélida amorfa que fue estable
ante condiciones de estrés mecanico (molienda) y re-cristalizaciones
sucesivas en metanol mediante evaporacion del disolvente.

6. El estudio de disolucién comparativo entre el Ketoconazol materia prima de
referencia, asi como de la mezcla fisica y de la dispersion solida
Ketoconazol-Polivinilpirrolidona, mostro que la posible ventaja que sobre la
velocidad de disolucion del Ketoconazol pudiera aportar su reduccion de
tamafo de particula, asi como su amorfizacion y la hidrofilicidad de la
Polivinilpirrolidona al formar una dispersion solida, se ve afectada por un
efecto de interaccion entre ambas moléculas del tipo puente de hidrégeno,
asi como por un incremento en la viscosidad del microambiente de la matriz
al entrar en contacto con el medio de disolucion, lo que disminuye la

difusion del activo.

PERSPECTIVAS SOBRE ESTE ESTUDIO

1. Obtener mayor numero de datos experimentales sobre la solubilidad del
Ketoconazo! en los sistemas disolventes utilizados, dentro y fuera de la
escala de temperaturas empleadas en este estudio, con el fin de corroborar
las estimaciones termodinamicas y se pueda explicar con mayor
certidumbre los fendmenos observados.

2. Realizar otros estudios de formacion de dispersiones solidas del
Ketoconazol en las mismas condiciones de este trabajo con
Polivinilpirrolidona de distinto peso molecular, asi como con otros polimeros
que pudieran favorecer tanto la amorfizacion como la hidrosolubilidad de
este farmaco, pero que también pueden interactuar con él mediante
puentes de hidrégeno, como puede ser el chitosan.

3. Ampliar los experimentos de solubilidad y de formacion de dispersiones

solidas a otros imidazoles y triazoles para identificar si existe un
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comportamiento semejante al del Ketoconazol como una funcidn de su

estructura.
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Datos de la validacion del méetodo analitico para cuantificar ketoconazol en

sotucion.

Tabla A 1 Respuesta en area obtenida a cada nivel de concentracion, durante la

‘validacidon del método analitico para cuantificar ketoconazol en solucion.

~_CONC (pg/mL) AREA peso ponderacién ]
0.4 189552 2322499297 4.30571E-10
04 _ 252660 2322499297 4.30571E-10
0.4 307298 2322499207 4.30571E-10
) 0.4 255432 2322499297 4.30571E-10
1 453568 1281716140 7.80204E-10
1 501480 1281716140 7.80204E-10
1 536528 1281716140 7.80204E-10
1 474790 1281716140 7.80204E-10
4 1645404 2106415308 4.7474E-10
4 1686986 2106415308 4.7474E-10
4 1754396 2106415308 4.7474E-10
4 | 1714514 2106415308 4.7474E-10
8 | 3442688 15151105259 6.60018E-11
8 3710464 15151105259 6.60018E-11
8 3537904 15151105259 6.60018E-11
8 ) 3456576 15151105259 6.60018E-11
12 4894772 35546184449 2.81324E-11
12 5257360 35546184449 2.81324E-11
12 4928236 35546184449 2.81324E-11
12 4839406 35546184449 281324E-11
16 6749550 1.04313E+11 9.58651E-12
16 7400120 1.04313E+11 9.58651E-12
16 6726276 1.04313E+11 9.58651E-12
16 6794034 1.04313E+11 9.58651E-12

e R e e —————————
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Analisis de la regresion de los datos ponderados.
Resumen del modelo

r R cuadrado Error tip. de la Durbin- |
Modelo R R cuadrado corregida estimacion Watson
1 998 | 99 996 | 1.1245 1611
ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados Gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 7512.447 1 7512.447 5940.732 .000
Residual 27.820 22 1.265
Total 7540.267 23 B
Coeficientes no Coeficientes Intervalo de confianza de
estandarizados _ lipificados 950% para B
Limite Limite
L Modelo B Error tip. Bela t Sig. inferior superior
1 (Constante)! 69828.613 | 17709.770 3.943 |.001| 33101.798 | 106557.428
Conc 416972.447 | 5409.877 998 77.076|.000 | 405753.050 | 428191.845

M
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Reproducibilidad del método analitico.

Tabla A 2Punto control de qeilidad bajo de__.?fpg/mL.

{pg/mL)

NOMINAL | ENCONTRADA | %RECUPERADO

2 2191 109.55

2 2.189 109.45

2 2.048 102.4

2 2.238 111.9

2 2014 100.7

2 2.036 101.8

2 2183 109.15

2 2.253 11265
{ 107.2
S 4.7903 2

%CV 45

Tabla A 3Punto control de calidad medio de 6 pg/mL.

fmlL

NOMINAL | ENCONTRADA | %RECUPERADO |
6 6.344 10573
6 6.595 109.92
6 6.006 100.10
6 7.03 1717
6 6.431 107.18
6 6.21 103.50
6 6.393 106.55
|6 6.928 115.47
i 1082
B S 5.7780
| %wCV 5.3

. __ . -  —— .
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Tabla A 4Punto control de calidad alto de 10 pg/mL.

[ (ua/mL) | NOMINAL | ENCONTRADA |%RECUPERADO
10 10.601 10601 |
10 10.6113 106.11
10 10.471 104.71
10 10.785 107.85
10 10.663 106.63
10 10.331 103.31
10 10.812 108.12
10 11.329 113.29
| 107.00
s 2.98
%CV 2.8

| I
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Repetibilidad del método analitico.
Tahla A 5Punto control de calidad bajo de 2 pg/mL.

| (ug/mL) | NOMINAL | ENCONTRADA | %RECUPERADO
2 1.974 98.7
2 2.075 103.75
2 2.1 105
2 2.063 103.15
2 2.159 107.95
o 103.7
s 3.3562
%CV 3.2

Tabla A 6Punto control de calidad medio de 6 pg/mL.

Wg/mL) NOMINAL | ENCONTRADA %RECUPERADO
6 5876 97.93
6 5977 9062
6 6.059 100.98
6 6.009 100.15
L .. 6 6032 10053 |
P 998
S 1.1800
%CV 1.2 N

Tabla A 7Punto control de calidad alto de 10 pg/mL.

r(pg/mg NOMINAL ENCONTRADA %RECUPERADO |
10 9.97 99.70
10 10.005 100.05
10 10.129 101.29
10 10.039 100.39
10 10.132 101.32
100.6
s 073
%CV 0.7

Luis Manuel-Mendoza Morales
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Tolerancia al Filtrado de la muestra.
Tabla A 8Funto control de calidad bajo de 2 pg/mL.

| (ng/ml) | NOMINAL | ENCONTRADA | %RECUPERADO

2 . 2417 120.85

2 2.455 122.75

p 2.434 121.7

2 2.368 1184

- 2 2.251 112.55

P 119.3

s 4.0751

%CV 3.4 ]

Tabla A 9Punto control de calidad medio de 6 pg/mL.

[(ug/mL) [ NOMINAL | ENCONTRADA | %RECUPERADO |
10 10.422 104.22
10 10.359 103.59
10 10.624 106.24
10 10.632 106.32
10 11.942 119.42
L 107.96 |
s 6,52
%CV 6.0

Tabla A 10Punto control de calidad alto de 10 pg/mL.

fmL

Luis Manuel Mendoza Morales

| NOMINAL | ENCONTRADA | %RECUPERADO
6 6.257 104.28
6 7.035 117.25
6 6.97 116.17
6 6.506 108.43
6 6.18 103.00
109.8267
s 6.6063 ]
%CV 6.0 |
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Limite de cuantificacion

Tabla A 11 Limite de cuantificacion.

| (ug/ml) | NOMINAL | ENCONTRADA %RECUPERADO
0.4 0.452 113
0.4 0.459 114.75
0.4 0.452 113
0.4 0.457 114.25
0.4 0.427 106.75
0.4 . 0.475 118.75 |
| 134 |
- s 3.8912
%CV 34 ]

Calculo de la fraccion molar en el medio de disclucion evaluado.
La solubitidad en pg/mL fue obtenida del andlisis cromatografico de las muestras a cada
temperatura evaluada, y el factor de dilucion se refiere a |a dilucién realizada antes de analisis de
la muestra, para evilar la saturacion del sistema.

Solubilidad Real = {pg/mL x( Factor de dilucion/1,000,000 pg/g) = g/mL
g de solvente= solubilidad -densidad = g de Ketoconazol/mL solucion -g de solucion/mL solucion
mol de soluto = Solubilidad real / peso molecular de ketoconazol = {g/mL)/(g/mol)= mol/mL
Mol de solvente = (g de solvente /mL)/peso molecular del solvente

Fraccion molar X2 = mol de soluto/mol de soluto + mol de solvente

Y
e —— e —— e —— e ]
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Tabla A 12S5OLUBILIDAD EN METANOL

SOLUBILIDAD EN METANOL
TEMP°C 15 25 40
Concentracion 4.371835 7.504527 2.46549
pg/mL 4.385568 7.747492 2.480808
5.111917 7.656472 2.445664
FACTOR DE
DILUCION 10000 100006- 100000
SOLUBILIDAD REAL 0.04371835 | 0.07504527 0.246549
g/mL 0.04385568 | 0.07747492 | 0.2480808
0.05111917 | 0.07656472 | 0.2445664
g/mL de solvente 0.77 0.74 0.64
g/ml de solvente 0.77 0.74 0.64
g/mL de solvente 0.76 0.74 0.64
mol soluto 8.22639E-05 [0.000141211|0.000463926
mol soluto 8.25224E-05 |0.000145783 | 0.000466809
mol soluto 9.61899E-05 | 0.00014407 |0.000460196
mol solvente 0.023893766 |0.023224738|0.019994164
mot solvente 0.02388948 |0.023148911|0.019946358
mol solvente 0.023662792 (0.023177317|0.020056039
X2 0.003431091 | 0.00604346 |0.022676912
X2 0.003442447 |0.006258207|0.022868019
X2 0.004048571 [ 0.006177604 |0.022430807
MEDIA 0.003640703 [0.006159757 | 0.022658579
DEVEST 0.000353269 | 0.00010848 |0.000219182
%CV 9.703327061 [1.761107923 | 0.96732388

Ta_b_la A 13Calculo de la densidad de la disolucién en metancl

Temperatura | Matraz {leno Matraz vacio | g/mL solucion
METANOL 15°C 20.7313 16.6745 0.811
20.7205 16.6841 0.807
y ; 0.809
METANOL 25°C 20.8649 16.7633 0.82
18.778 14.6875 0.82
L 0.82
METANOL 40°C 21.097 16.6522 0.89
20.8859 16.4587 0.89
- § L 0.89

e e ————
e ——
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Tabla A 14SOLUBILIDAD EN ETANOL

SOLUBILIDAD EN ETANOL

TEMP°C 15 25 40
Concentracion 1.430083 2.051897 8.1032
pg/mL 1.462132 2116132 7.46283
1.530908 2.164556 7.04594
FACTOR DE
DILUCION 10000 10000 10000
SOLUBILIDAD REAL | 0.01430083 0.02051897 0.081032
g/mL 0.01462132 0.02116132 0.0746283
0.01530908 0.02164556 0.0704594
g/mL de solvente 0.77635917 0.77109103 0.734228
0.77603868 0.77044868 0.7406317
0.77535092 0.76996444 0.7448006
mol soluto 2.69096E-05 | 3.86101E-05 0.000152476
2.75126E-05 | 3.98188E-05 0.000140427
2 88068E-05 4.073E-05 0.000132582
mol solvente 0.016852315 | 0.01673796 0.015937779

0.016845358
0.016830429

0.016724016
(0.016713505

0.016076784
0.016167277

X2

0.001594243
0.001630585
0.001708665

0.002301432
0.002375282
0.002431028

0.009476312
0.008659108
0.008133938

i
S
%CV

0.001644498
5.84661E-05
3.555256859

0.002369247
6.50085E-05
2.743844482

0.008756453
(.000676461
7.72528549

Tabla A 150é|crulo de la densidad de la disolu_c'rén en etanol.

Temperatura Matraz fleno Matraz vacio Tg/n)L soluci()a
18.5643 14.6043 0.79
ETANOL 15°C 18.6195 14.6729 0.79
.‘ 0.79
ETANOL 25°C 19.2853 15.3225 0.79
20.0808 16.1275 0.79
| 0.79
ETANOL 40°C 18.6099 14.5491 0.81
20.5628 16.471 0.82
i 0.82

e —
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Qbtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 16 SOLUBILIDAD EN ISOPROPANOL.

SOLUBILIDAD EN ISOPROPANGL

TEMP°C 15 25 40
Concentracion 0.665038 0.952126 1.631746
pg/mL 0.736201 0.992563 1.726541
0.935455 1.025136 1.629436
FACTOR DE
DILUCION 10000 10000 10000
solubilidad real 0.00665038 0.00952126 0.01831746
g/mL 0.00736201 0.00992563 0.01726541
0.00935455 0.01025136 0.01629436
g/mL de solvente 0.77904962 0.76951874 0.75978254
0.77833799 0.76911437 0.75883459
0.77634545 0.76878864 0.75980564
mofi soluto 1.25139E-05 1.7916E-05 3.07042E-05
1.38529E-05 1.86769E-05 3.2488E-05
1.76023E-05 1.92898E-05 3.06608E-05
0.012917562 0.012791824 0.012642357
X2 0.000964456 0.001397295 0.002422869
0.001068524 0.001457317 0.002566457
0.001360808 0.001505707 0.002419374
0.001131262 0.00145344 0.002469567
S 0.000205489 5.43096E-05 8.39276E-05
%CV 18.16457435 3.736622436 3.398472639

Tabla A 17Célculo de la densidad de la disolucidn en isopropanaoi.

Temperatura

-

g/mL soluciém

_Matraz lleno Matraz vacio

ISOPROPANOL 15°C 19.2715 15.3537 0.78

20.5685 16.6293 0.79

— : ! 0.79
ISOPROPANOL 25°C

19.688 15.7941 0.78

20.4196 16.5231 0.78

- I 0.78
ISOPROPANOQL 40°C

18.796 14.9217 0.77

19.2407 15.354 0.78

i 0.78
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Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 18SOLUBILIDAD EN ACIDO FORMICO 10mM pH 2.7

SOLUBILIDAD EN ACIDO FORMICO 10mM pH 2.7

TEMP°C 15 25 40
Concentracion 2.263029 3.023022 2.059042
pa/mL 2.561917 2.406357 2.030417
2.378945 2227187 2.074436
FACTOR DE
DILUCION 1000 1000 1000
SCOLUBILIDAD REAL 0.002263029 0.003023022 0.002059042
g/mlL 0.002561917 0.002406357 0.002030417
0.002378945 0.002227187 0.002074436
g/mL de solvente 0.990266971 0.998996978 0.989390958
0.989968083 0.999613643 0.989419583
0.990151055 0.999792813 0.989375564
“mol soluto 4 2583E-06 5.68836E-06 3.87446E-06
4.82071E-06 4.52799E-06 3.82059E-06
4.47641E-06 4.19085E-06 3.90342E-06
mol solvente 0.055014832 0.055499832 0.054966164
0.054998227 0.055534091 0.054967755
0.055008392 0.055544045 0.054965309
X2 7.73826E-05 0.000102464 7.04703E-05
8.76284E-05 8.15141E-05 6.94886E-05
8.13555E-05 7.54317E-05 7.09982E-05
: 8.21222E-05 8.647E-05 7.0319E-05
S 516575E-06 1.41814E-05 7.66054E-07
%CV 6.290323911 16.40034266 1.089397925

Tab_la A 19Calculo de l1a densidad de la disEIucién en acido formico.

Temperalura Matraz lieno Malraz vacio | g/mL solucion

FORMICO 15°C 21.4096 16.4585 0.99
21.5045 16.5303 0.99

0.99

FORMICO 25°C 21.7837 16.8471 0.99
21.2035 16.1934 1.00

0.99

FORMICO 40°C 20.4845 16.5057 1.00
21.4067 16.471 0.99

0.99
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QObtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 20SOLUBILIDAD EN AGUA

SOLUBILIDAD EN AGUA

15 °C 25°C 40°C

Concenfracion 9.07381 7.144129 7.25684

ug/mL 8.601844 7.950336 6.256984

7.152407 10.703136 7.956893

FACTOR DE
DILUCION 1 1 1

SOLUBILIDAD REAL 9.07381E-06 7.14413E-06 7.25684E-06
g/mL 8.60184E-06 7.95034E-06 6.25698E-06
7.15241E-06 1.07031E-05 7.95689E-06
g/mL de solvente 0.993290926 0.989922856 0.991002743
0.993291398 0.98992205 0.991003743
0.993292848 0.989919297 0.991002043
mol soluto 1.7074E-08 1.3443E-08 1.36551E-08
1.61859E-08 1.496E-08 1.17736E-08
1.34585E-08 2.01399E-08 1.49723E-08
mol solvente 0.055182829 0.054995714 0.055055708
0.055182855 0.054995669 0.055055764
0.055182936 0.054995516 0.055055669
X2 3.09408E-07 2.44437€E-07 2.48022E-07
2.93314E-07 2.72021E-07 2.13849€E-07
2.43889E-07 3.66209E-07 2.71949€E-07
i.. 2.82204E-07 2.94222E-07 2.44607E-07
S 3.4143E-08 6.385E-08 2.91999E-08
Y%CV 12.09869933 21.70127451 11.9374932

Tabla A 21 Calculo de 1a densidad de la disolucion en agua.

___Temperatura Matraz lleno Matraz vacio | g/mL solucion |
AGUA 15°C 20.8702 15.8967 0.99
21.0717 16.1122 099
i 0.99
AGUA 25°C 21.4396 16.4847 0.99
19.4719 14.5275 0.99
. 0.99
AGUA 40°C 21.6788 16.725 0.99
21.0537 16.0974 0.99
L ) I 0.99
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Obtencion

y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 22SOLUBILIDAD DE DISPERSION SOLIDA EN ACIDO FORMICO

10mM pH3
SOLUBILIDAD DE DISPERSION SOLIDA EN ACIDO FORMICO 10mM pH 3
TEMP°C 15 25 40
Concentracion 4.125 4973 28
pg/mL 4.292 4.431 2.263
FACTOR DE DILUCION 1000 1000 1000
SOLUBILIDAD REAL 0.004125 0.004973 0.0028
g/mL 0.004292 0.004431 0.002263
g/mL de solvente 0.985875 0.985027 0.9872
0.985708 0.985569 0.987737
mol soluto 7.76193E-06 9 35759E-06 5.2687E-06
8.07617E-06 8.33772E-06 4.25824E-06

mol solvente

0.054770833
0.054761556

0.054723722
0.054753833

0.054844444
0.054874278

X2 0.000141671 0.000170937 9.60396E-05
0.00014743 0.000152226 7.75798E-05

; 0.00014455 0.000161581 8.68097E-05
S 4.07267E-06 1.32307E-05 1.3053E-05
%CV 2.817477415 8.188268087 15.03638022

Tabla A 23Calculo de la densidad de la disolucion en la dispersion solida.

Temperatura

DS ACIDO FORMICO 10mM pH 3 15°C

DS ACIDO FORMICO 10mM pH 3 15°C

DS ACIDO FORMICO 10mM pH 3 15°C

g/mL

Matraz lleno | Matraz vacio |  solucidn
20.9602 15.7953 1.03
20.9717 16.2113 0.95
- | 0.99
21.5393 16.6545 0.98
20.0929 15.0724 1.00
I 0.99
19.6538 14.5996 1.01
20.0419 15.1835 0.97
0.99
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Qbtencion v caracierizacion de polimorfos o agregadaos solidos de Ketoconazol

disolvente y el inverso de la temperatura absoluta (1/°K).

Tabla A 24 Datos del logaritmo neperianc de la fraccion mol (inX2) en cada

°C °K 1/°K InX; MeOH | InX; EtOH | InX; ISP | inX; formic | InX; agua InX; DS
15 | 288.170000 | 0.003470 | -5.674877 | -6.441356 | -6.943946 | -9.466748 | -14.988605 | -8.862006
15 | 288.170000 | 0.003470 | -5.671573 | -6.418817 | -6.841477 | -9.342405 | -15.042022 | -8.822156
15 | 288.170000 | 0.003470 | -5.509391 | -6.372043 | -6.599677 | -9.416682 | -15.226551 N
25 | 298.170000 | 0.003354 | -5.108779 | -6.074224 | -6.573217 | -9.185996 | -15.224310 | -8.674218
25 | 298.170000 | 0.003354 | -5.073862 | -6.042639 | -6.531158 | -9.414735 | -15.117386 | -8.790147
25 [ 298.170000 | 0.003354 | -5.086825 | -6.019441 | -6.498493 | -9.492283 | -14.820061

40 | 313.170000 | 0.003193 | -3.786408 | -4.6589G0 | -6.022803 | -9.560320 | -15.209747 | -9.250750
40 | 313.170000 | 0.003193 | -3.778016 | -4.749144 | -5.965228 | -2.574347 | -15.357994 | -0.464203
40 | 313.170000 | 0.003193 | -3.797320 | -4.811710 | -6.024246 | -9.552856 | -15.117652

Tabla A 25 Regresion multiple de 1/°K vs InX,, en las situaciones donde el valor
der2 es < a 0.99 con un valor de p > 0.05 se omite el valor de las constantes de la
ecuacion. Modelo cuadratico f(x) = cx? + bx + a, modelo lineal f(x)= bx + a.

‘ Disolvente Ecuacion 2 P - C B A ]
Metanol Lineal 0.975 <0.05 N/A -6703.72364 17.552
Cuadratica 0.997 <0.05 12750804.652 -91570.040 158.598
Etanol Lineal 0.949 <0.05 N/A -6161.37 14.841
| Cuadratica | 0.997 <0.05 17904341.28 -125328.397 212.894
Isopropanol Lineal 0926 <0.05 N/A -2882.697983 3.181
Cuadratica | 0,935 <0.05 3773840.774 -28000.483 44.926 |
Agua Lineal 0.176 >(0.05
L Cuadratica 0.259 >0.05
Acido Lineal 0.335 >0.05
formico | Cuadratica 0.529 >0.05
Dispersion Lineal 0.642 >0.05
solida Cuadratica 0.936 >0.05 -17441207 .67 118071.4 -208.542
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Obtencion y cargcterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 26Valores de entalpia de disolucion calculados a partir de la primera

derivada del grafico de Van't Hoff en las temperaturas evaluadas.

DETERMINACION DE LA ENTALPIA DE DISOLICION POR LA ECUACION AHs = - R |

- R{b+2cx), (Jfmol.°K)

- °K 17°K B 2cx b+2cx AHs -8.314
METANNOL | 288.17 | 0.00347 | 91570.040 | 8849501789 | -3075.022 | 25565.73
" |298.17 | 0.00335 85527.07953 | -6042.960 |50241.17
313.17 | 0.00319 8143056265 | -10139.477 | 84299.61
ETANOL | 288.17 | 0.00347 | -125328.4 | 124262.354 | -1066.042973 | 8863.081
298.17 | 0.00335 120094.8538 | -5233.543192 | 43511 .68
313.17 | 0.00319 114342.6336 | -10985.76341 | 91335.64

Tabla A 27Calculo del tamano de mono-cristal por el método de Scherrer en los
cristales obtenidos por cambio de polaridad del disolvente.

Tamano de particula cuando se recristaliza en etanol _por cambio de solvente

Angulo 8 | Angulo r > < <-> grados | <->(R)| cos6 [ 0.89°A| B | B'cos® tA
| 7.1613 | 01250 | 7.2250 | 7.0835 0.1415 0.002510.9980| 1.3706 | 0.0025 | 0.0025 | 556.0650
10.4228 | 0.1819 | 10.5500 | 10.4200 0.1300 0.0023 | 0.9959 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0023 | 606.5812
11.9459 | 0.2085 | 11.9850 | 11.8420 0.1430 0.0025 )| 0.9946 | 1.3706 | 0.0025 | 0.0025 | 552.1556
15.9100 | 0.2777 | 15.9780 | 15.8280 0.1500 0.0026 | 0.9904 | 1.3706 [ 0.0026 | 0.0026 | 528.6175
16.4193 | 02866 | 16.4900 | 16.3420 | 0.1480 | 0.0026 | 0.9898 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 536.0992
17.3529 | 0.3029 | 17.4690 | 17.3280 0.1410 0.0025 ) 0.9886 | 1.3706 | 0.0025| 0.0024 | 563.3950 |
18.6360 | 0.3253 | 18.7380 | 18.5850 0.1530 0.0027 | 0.9868 | 1.3706  0.0027 | 0.0026 ] 520.1285 |
19.1980 | 0.3351 | 19.2710 | 19.1180 | 0.1530 | 0.0027 | 0.9860 | 1.3706 | 0.0027 | 0.0026 | 520.5536
22.1900 | 0.3873 | 22.3650 | 22.1900 0.1750 0.0031 | 0.9813 | 1.3706 | 0.0031 | 0.0030 | 457.2875
25.9520 | 0.4529 | 26.0600 | 25.8400 (.2200 0.0038 | 0.9745| 1.3706 | 0.0038 | 0.0037 | 366.3066
27.4550 | 0.4792 | 27.5600|27.3400 | 0.2200 | 0.0038 | 0.9714 | 1.3706 | 0.0038 | 0.0037 | 367.4488
506.7853 |
s | 780726
%CV | 15.4055 |
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Continuacion de tabla A 27

polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tamafio de particula cuando se recristaliza en isopropancl_por cambio de solvente

T

Angulo 8 | Angulo r > < <-> grados | <-> (R)| cos@ | 0.89"A B B cos @

NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
10.5051 | 0.1833 [ 10.5700 | 10.4400 | 0.1300 | 0.0023 |0.9958 | 1.3706 [ 0.0023 | 0.0023 | 606.6211
11.9580 | 0.2087 | 11.9990 | 11.8770 | 0.1220 0.002110.9946 | 1.3706 | 0.0021| 0.0021 | 647.2059
15.9329 | 0.2781 | 159920 | 15.8580 | 0.1340 0.0023 [ 0.9503 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0023 | 591.7525
16.4390 | 0.2869 | 16.5300 | 16.3990 | 0.1310 | 0.0023 | 0.9897 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0023 | 605.6844
17.4300 | 0.3042 | 17.4850 | 17.3650 0.1200 0.0021|0.9885 | 1.3706 [ 0.0021| 0.002t% | 662.0572
18.6720 | 0.3259 | 18.7400 | 18.6000 | 0.1400 | 0.0024 | 0.9868 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 568.4555
19.2250 &3355 19.2900 | 19.15501 (.1350 0.0024 [0.9860 | 1.3706 | 0.0024 1 (.0023 | 589.9843

| 22.3380 | 0.3899 | 22.4080 | 22.2640 | 0.1440 0.0025 | 0.9811 | 1.3706 [ 0.0025| 0.0025 | 555.8726
25.9534 | 0.4530 J 26.0727 | 25.8937| 0.1790 | 0.0031|0.9745|1.3706 | 0.0031 | 0.0030 | 450.2105
27.4860 | 0.4797 J 27,5932 | 27.4050 | 0.1882 0.0633 | 0.9714 | 1.3706 | 0.0033 0.003‘21 429.5647

. 570.7409

S 76.1507

b e %CV | 13.3424
) Continuacién de tabla A 27

P Tamafo de particula cuando se recristaliza en matanol por cambio de solvente
Angulo 8 | Angulor > < <-> grados | <-> (R)| cosB | 0.89"A B |B’cos® tA

( 7.2002 | 0.1257 | 7.2780 | 7.1090 0.1690 0.0029]0.9980 | 1.3706 | 0.0029 | 0.0029 | 465.5910
10.5060 | 0.1834 | 10.5750 | 10.4280 | 0.1470 | 0.0026 | 0.9958 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 536.4680
119400 | 0.2084 | 11,9920 | 11.8710 | 0.1210 | 0.0021 | 0.9946 | 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 | £52.5440

| 15.9180 | 0.2778 | 15.9810 | 15.8480 0.1330 0.0023 [0.9904 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0023 | 596.1910
16.4600 | 0.2873 | 16.5250 | 16.3950 0.1300 0.0023 | 0.9897 | 1.3706 Oﬂ)E_S‘ 0.0022 | 610.3597

| 17.4220 | 0.3041 | 17.4850 | 17.3510 | 0.1340 | 0.0023 | 0.9885 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0023 | 592.8807
18.6650 | 0.3258 J 18.7310 | 18.5940 0.1370 0.0024 | 0.9868 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 580.8975

| 19.2180 | 0.3354 | 19.2850 | 19.1420 0.1430 0.002510.9860 | 1.3706 | 0.0025 | 0.0025 | 556.9724
22.3350 | 0.3898 | 22.3980 | 22.2710 0.1270 0.0022 | 0.9811 | 1.3706 | 0.0022 | 0.0022 | 630.2775

LZS.Q@O 0.4534 [ 26.0400 | 25.9050 L0.1350 0.0024 10.9744 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0023 | 596.9778
27.4700 | 0.4794 | 27.5850 | 27.3800 0.2050 0.0036 | 0.9714 | 1.3706 | 0.0036 | 0.0035 | 394.3479

564.8643
s 75.4260
cv 13.3529
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Qbtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 28Calculo del tamano de mono-cristal por el método de Scherrer en los
cristales obtenidos por Descenso de temperatura.

Tamaro de particula cuando se recristaliza en melanol a por descenso de temperatura y sonicando a pulsos

) _por minulo

Angulo 8 | Angulor > < <-> grados | <-> (R)J cos B | 0.88°A B T B*cos B tA |
7.1752 | 0.1252 | 7.2349 | 7.0857 0.1492 0.0026 | 0.9980 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 527.3713

10.4855 | 0.1830 | 10.5750 | 10,3961 0.1789 0.0031 | 0.9958 | 1.3706 | 0.0031 | 0.0031 440.802ﬁ1{
| 11.9767 | 0.2090 | 12.0363 | 11.8872 0.1491 0.0026 | 0.9945 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 529.5806
15.9431 | 0.2783 | 16.0028 | 15.8835 0.1193 0.0021 | 0.9903 | 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 | 664.6758
| 16.4203 | 0.2866 | 16.5098 | 16.3607 0.149% 0.0026 | 0.9898 1.3706} 0.0026 | 0.0026 | 532.1448
17.4045 ; 0.3038 | 17.4800 | 17.3400 0.1400 0.0024 | 0.9885 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 567 4583
18.6868 | 0.3261 [18.7763 [ 18.6272 0.1491 0.0026 | 0.9867 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 533.6649

19.2237 | 0.3355 [ 19.3050 | 19.1650 0.1400 0.0024 | 0.9860 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 568.9123
| 22.2954 | 0.3891 | 22.3849 | 22.2358 0.1491 0.0026 | 0.9811 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 536.8195
25.9636 | 0.4532 [ 26.0829 | 25.8742 0.2087 0.0036 | 0.9744 | 1.3706 | 0.0036 | 0.0035 | 386.1492

27.4548 | 0.4792 | 27.5741 | 27.3951 0.1790 0.0031 [ 0.9714 | 1.3706 | 0.0031 | 0.0030 451.,_6‘12_8J
I 521.7447

S 74.2770 |

L _ - %CV_| 14.2363 |

Tamano de particula cuando se recristaliza en metanol a por descenso de temperatura sin sonicar

Angulo 8 | Angula r > < <-> grados | <-> (R} | cosB | 0.89%A B B'cos B B
| 7.2050 | 0.1258 | 7.2720 | 7.0940 | 0.1780 ]0.0031 | 0.9980|1.3706 ) 0.0031 | 0.0031 | 442.0510
10.4855 | 0.1830 | 16.5750 | 10.4259 0.1491 0.0026 | 0.9958 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 528.9034
11.9469 | 0.2085 | 12.0363 ) 11.8872 0.1491 0.0026 | 0.9946 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 529.5662
15.9431 | 0.2783 | 16.0326 L15.8835 0.1491 0.0026 | 0.9903 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 531.8298

16.4501 | 0.2871 16.509;‘ 16.3607 0.1491 0.0026 | 0.9897 | 1.3706 | 0.0026 | 0.0026 | 532.1647 |
17.4045 | 0.3038 [17.4880 | 17.3420 0.1460 0.0025 | 0.9885 | 1.3706 | 0.0025 | 0.0025 | 544.1381
18.6868 | 0.3261 | 18.7763 | 18.5974 0.1789 0.0031 | 0.9867 [ 1.3706 | 0.0031 | 0.0031 | 444.8600
19.2535 | 0.3360 | 19.3100 19.16& 0.1460 | 0.0025 | 0.9859 | 1.3706 | 0.0025 | 0.0025 | 545.5564
22.3252 | 0.3896 | 22.3849 | 22.2358 0.1491 0.0026 [ 0.9811 | 1.3706 [ 0.0026 | 0.0026 | 536.8470
25.9636 | 0.4532 | 26.0829 | 25.8742 | 0.2087 0.0036 | 0.9744 [ 1.3706 | 0.0036 | 0.0035 | 386.1492

274548 | 0.4792 | 27.6039 | 27.3653 | 0.2386 | 0.0042 | 0.9714 | 1.3706 | 0.0042 | 0.0040 | 338.8042 ]
L. 487.3518
S 72.6109
%CV | 14.8991

e e e ————
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Continuacion de tabla A 28

Tamarno de particula cuando se recristaliza en etanol

or descenso de temperatura sonicado.

Angulo 8 | Angulo r > < <> grados [<>(R)| cos® [089'A| B B*cos © A
7.1752 | 0.1252 | 7.2300 | 7.0857 0.1443 | 0.0025 | 0.9980 | 1.3706 -0.0025 0.0025 | 545.2792
10.4855 | 0.1830 | 10.5550 | 10.4100 0.1450 | 0.0025 | 0.9958 | 1.3706 | 0.0025 | 0.0025 | 543.8587
11.9469 | 0.2085 | 12.0065 | 11.8872 0.1193 ]0.0021 | 0.9946 [ 1.3706 [ 0.0021{ 0.0021 | 661.8468
15.9133 | 0.2777 | 15,9890 | 15.8537 0.1353 |[0.0024 |0.9904 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0023 | 586.0528
16,4203 | 0.2866 | 16.4800 | 16.3607 | 0.1193 |0.0021 |0.9898 [ 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 | 665.0694
17.4045 | 0.3038 | 17.4641 | 17.3448 0.1193 | 0.00210.9885| 1.3706|0.06021 | 0.0021 | 665.9192
18.6868 | 0.3261 | 18.7475 | 18.6272 0.1203 0.0021 ] 0.9867 | 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 [ 661.5582
19.2237 | 0.3355 | 19.28B33 | 19.1640 0.1193 | 0.0021 | 0.9860 | 1.3706] 0.0021 | 0.0021 | 667.6255
22.2954 | 0.3891 [ 22.3849 | 22.2059 0.1790 0.0031 ] 0.9811 | 1.3706 | 0.0031 | 0.0031 | 447.1496
25.9636 | 0.4532 | 26.0829 | 25.8742 0.2087 1 0.0036)0.9744 | 1.3706 | 0.0036 | 0.0035 | 386.1492

| 27.4548 | 04792 | 27.5500) 27.3653 0.1847 0.0032 1 0.9714 1 1.3706 1 0.0032 ] 0.0031 | 437.6756 |
X 569.8349
DEVEST | 106.0863
cv 18.6170
Tamado de particula cuando se recristaliza en etanol por descenso de temperaiura sin sonicar.

Angulo § | Angulor > < <-> grados |<-> (R}| cosB | 089°A| B B cos § tA
74752 | 01252 | 7.2220 | 7.0857 0.1363 0.0024 | 0.9980 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 577.2839
10.4855 | 0.1830 | 10.5500 | 10.4105 0.1395 0.002410.9958 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 565.3011
11.9469 | 0.2085 | 12.0065 [ 11.8872 0.1193 | 0.0021 | 0.9946 | 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 | 661.8468
15,9133 | 0.2777 | 15.9900 | 15.8537 0.1363 0.0024 1 0.9904 | 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 581.7531

| 16.4203 | 0.7866 | 16.4800  16.3607 0.1193 ]0.0021]0.9898 | 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 | 665.0694
17.4045 | 0.3038 | 17.4641 | 17.3448 0.1183 | 0.0021 | 0.9885 | 1.3706 [ 0.0021 | 0.0021 | 665.9192
18.6868 | 0.3261 | 18.7465 | 18.6272 0.1193 0.0021 1 0.9867 | 1.3706 ] 0.0021 | 0.0021 | 667.1036

19.2237 | 0.3355 | 19.2880 | 19.1580 0.1300 [0.0023 | 0.9860 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0022 | 612.6748
22.2954 | 0.3891 | 22.3849 | 22.2059 0.1790 0.0031]0.9811 { 1.3706 | 0.0031 | 0.0031 | 447.1496
25.9636 | 0.4532 | 26.0531 | 25.8742 0.1789 0.0031|0.9744 | 1.3706 [ 0.0031 | 0.0030 | 450.4714
27.4548 | 0.4792 | 27.5580 | 27.3500 0.2080 0.0036 | 0.9714 | 1.3706 | 0.0036 | 0.0035 | 388.6476

X 571.2019
DEVEST | 100.1949
cv 17.5411

e ]
Luis Manuel Mendoza Morales

Pagina 116



Obtencion y caracterizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazo

Continuacion de tabla A 28

Tamano de particula cuando se recristaliza en isopropanol por descenso de temperatura sonicado.

Angulo 8 ) Angulo r > < <->grados | <-> (R)| cos 8 | 0.89"A B B*cos 8 A
71752 | 01252 | 7.2250 | 7.089%0 0.1360 | 0.0024 | 0.9980 [ 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 578.5573
10.4855 | 0.1830 | 10.5500 | 10.418¢ | 0.1320 |0.0023 | 0.9958 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0023 | 597.4205
11.9469 | 0.2085 | 12.0075 | 11.8872 | 01203 [0.0021]0.9946( 1.3706 | 4.0021| 0.0021 [ 656.3451
15.9133 | 0.2777 115.9900 | 15.8537 | 0.1363 | 0.0024 | 0.9904 [ 1.3706 | 0.0024 | 0.0024 | 581.7531
16.4203 | 0.2866 | 16.4800 | 16.3607 | 0.1193 | 0.0021 | 0.9898 | 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 | 665.0694
17.4145 | 0.3039 | 17.4600 | 17.3400 | 0.1200 |0.0021|0.9885 | 1.3706 | 0.0021 | 0.0021 | 662.0435
19.2237 | 0.3355 | 19.2900 | 19.1580 | 0.1320 | 0.0023 [0.9860 | 1.3706 | 0.0023 | 0.0023 | 603.3919
22.2656 | 0.3886 | 22.3849 | 22.2059 | 0.1790 | 0.0031]0.9812 [ 1.3706 | 0.0031( 0.0031 | 447.1267
259636 | 0.4532 | 26.0531 (258742 | 01789 |0.0031]0.9744|1.3706 | 0.0031| 0.0030 | 450.4714
27.4548 | 04792 | 27.5442 1 27.3653 | 0.1789 |0.0031]0.9714 | 1.3706 | 0.0031 | 0.0030 | 451.8652
X 569.4044
DEVEST | 88.4315
- cv 15.5305

Tamano de particula cuando se recristaliza en isopropanot por descenso de temperalura sin sonicar
| Angulo 8 | Angulo r > < | <>grados | <->(R)| cosB |0.89'A| B | B'cos® tA

7.1454 | 01247 | 7.2050 | 7.0559 0.1491 0.0026 | 6.9981 | 1.3706 0.00@ 0.0026 | 527.7164

10.4557 | 0.1825 | 10.5350 | 10.3700 | 0.1650 | 0.0029 | 0.9958 | 1.3706 | 0.0029 | 0.0029 | 477.9250 |
11.9170 | 0.2080 | 11.9900 | 11.8000 | 0.1900 | 0.0033 | 0.9946 | 1.3706 0.00SSJ 0.0033 | 415.5588
15.8835 | 0.2772 [ 15.9600 | 15.7800 [ 0.1800 | 0.0031|0.9904 | 1.3706 | 0.0031 | 0.0031 | 440.5003
16.4203 | 0.2866 | 16.4700 | 16.3050 | 0.1650 | 0.0029)0.9898 | 1.3706 | 0.0029| 0.0029 | 480.8654
17.3746 | 0.3032 | 17.4400 ) 17.2852 | 0.1548 0.0027 | 0.9885 | 1.3706 | 0.0027 | 0.0027 | 513.1847
19.1938 | 0.3350 | 19.2480 | 19.0960 | 0.1580 | 0.0028 | 0.9860 | 1.3706 | 0.0028 | 0.0027 | 504.0773
22.2358 | 0.3881 | 22.3551 | 22.1165 | 0.2386 | 0.0042]0.9812 | 1.3706 | 0.0042 | 0.0041 | 335.4216
259338 | 0.4526 | 26.0100 | 26.7900 | 0.2200 |0.0038 [0.9745(1.3706| 0.0038 | 0.0037 | 366.2932
27.4250 | 0.4787 | 27.4900 | 27.3300 | 0.1600 | 0.0028|0.9715 1.3706 | 0.0028 | 0.0027 | 505.2097
X 456.6752
DEVEST| 655769

cv 14.3596
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Qbiencion y caraclerizacion de polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 29Tamano de cristal de ketoconazol obtenido durante el proceso de
cristalizacion por descenso de temperatura y cambio de polaridad del sistema de

disolucion.
o _ ] ] Diferencias entre
Solventie mélodo condiciones Tamarno medio de cristal (pm)
tamano medio
Sin Mediana 52.957 p>0.05
Descenso de ultrasonicasion Shapiro-Wilk p<0.05 Mann-Whithey
Temperatura Mediana 53.215
Metanol ultrascnicasion
Shapiro-Wilk p<0.05
Cambio de Temperatura Mediana 59.288
polaridad constanle Shapiro-Wilk p<0.05
Sin Mediana 58.175 p>0.05
Descenso de ultrasonicasion Shapiro-Wilk p<0.05 Mann-Whitney
|
temperatura Mediana 58.605
Etanol ultrasonicasion
Shapiro-Wilk p<0.05
Cambio de Temperatura Mediana 52.862
polandad constanle Shapiro-Wilk p<0.05
| Sin Mediana 47.940 P<0.05
Descenso de ultrasonicasion Shapiro-Wilk p<0.05 Mann-Whitney
lemperaiura Madiana 58.959
Isopropanot ultrasonicasion
Shapiro-Wilk p<0.05
Cambio de Temperatura Mediana 59.087
polaridad constante Shapiro-Wilk p<0.05

-  _ ]
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Obtencion y caracterizacion de_polimorfos o agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 30 Valores de solubilidad ideal calculados con datos experimentales de
los analisis de calorimetria diferencial de barrido, a partir de la ecuaciéon In X' = -
(AHTYR(T'- Te"). 1/°Kamp=0.00251149 R=8.3143J/(°K mol)

AF{J/mol) 1 Keusion inX, X5
Crislales de
Materia prima 50965096 = 0.00237231 -0.8531 | 0.4261
Metanot 48977 5104 0.002376991 | -0.7923 | 0.4528
Blanol | 49923 4736 | 0.00237874 | 0-7971 | 04506
Isopropanot 50061 648 | 0.002377612 -0.8061 | 0.4466

Tabia A 31Datos obtenidos de la disolucién intrinseca en el aparato de Wood, el
experimento se hizo por duplicado para la dispersidon solida y solo una vez para la
materia prima.

DISOLUCION INTRINSECA

tiempo min kzIn 60min {pg/mL) DSd (pg/mL) DSd (pg/ml)
Dalos 3 46.36 9.09 8.62
Diametro aparato de
Woed. 0.9 cm 6 76.1 14.5 202
radio 0.45 10 86.8 38.3 338
r*=0.2025 20 1417 725 79.9
A=mrr2 30 241.4 129.6 114.3
063617251 40 329.2 168.6 155.6
50 ‘ 468.4 2024 208.4
_ | 60 | 559.8 243.9 329.6
La concentracion se trato en ng (ug/1000) y la superficie se calculd con el area del circulo.
tiempo min Conc/superf Conc/superf Conc/superf

3 0.072873 0.014289 0.013550

3] 0.119622 0.022793 0.031752

10 0.136441 0.060204 0.053130

20 0.222738 0.113963 0.125595

30 0.379457 0.203718 0.179668

40 0.517470 0.265022 0.244588

50 0.736278 0.318153 0.327584

60 0.879950 0.383387 0.518098

e ——
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Qbtencion y caracterizacion de polimorfos v agregados solidos de Ketoconazol

Tabla A 32 Datos de disolucion en el aparato 1.

Tiempo Dispersion Mezcla | Materia
{min) Solida fisica prima
(pg/mL) | {ug/mb) | (pg/mi)

0 0 0 0

0 0 0 0
5 9.297 7.327 12.216
5 5846 5.065 14.117
10 22.495 35.609 44 744
10 23.894 37.089 52.043
15 58.603 88.216 219.781
15 55.368 90 346 222.582
20 96.517 144.7 224312
20 90.981 | 1447 | 229.169
30 181.37 230652 | 219.237
30 173.32 221986 | 233.352
40 227.726 226.5 215.687
40 | 229.464 | 231.189 | 241.651
60 240.306 244 491 216.259
60 243.387 225.14 226.25
80 235.727 2347 225.349
| 80 248.684 | 241.063 | 230.726

M
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Tabla A 33Calculo de la energia libre y entropia de disolucion en la dispersion

solida
B AG,=-R.T.InX2 B
°C K 1/°K InX2 DS _ R | AGsol
156 288170000 | 0.003470 -8.862006 -8.314 21231.9969
15 288.170000 | 0.003470 -8.822156 21136.5215
15 288.170000 | 0.003470 - X 21184.2592
25 298.170000 | 0.003354 -8.674218 21503.2596
25 298.170000 | 0.003354 -8.790147 21790.6465
25 298.170000 | 0.003354 X 21646.953
40 313.170000 | 0.003193 -9.250750 24086.1354
40 313.170000 | 0.003193 -9.464203 24641.9028
40 313.170000 | 0.003193 X 24364.0191
o Cilculo de ta entropia de disotusion ASsol= (AHsol- AGsol )T .
°C oK AH DS AGsol Assol
15 288170000 | 24747.8327 | 21184.2592 | 12.3662194
25 298.170000 | -9004.50501 | 21646.953 | -102.798598
40 | 313.170000 | -55591.3962 | 24364.0191 | -255.309944 ]
Tabla A 34Calculo de la energia libre y entropia de disolucion en etanol
AGy=-R.T.InX2
°C °K 17K InX2 DS R AGsol
15 288.170000 | 0.003470 -6.441356 -8.314 15432.4936
15 288.170000 | 0.003470 -6.418817 15378.4921
15 288.170000 | 0.003470 -6.372043 15266.4293 | 15359.1383
25 298.170000 | 0.003354 -6.074224 15057.9119
25 298.170000 | 0.003354 -6.042639 14979.6143
25 298.170000 | 0.003354 -6.019441 14922.1063 | 14986.5441
40 313.170000 | 0.003193 -4.658960 12130.56127
40 313.170000 | 0.003193 -4.749144 12365.3231
|40 313.170000 | 0.003193 -4.811710 12528.2274 | 12341.3544
. Calculo de la entropia de disclusidn en etanol ASsol= (AHsol- AGsol)/T |
| P K AH EtOH AGsol _Assol
15 288.170000 | 8863.08128 | 15359.1383 | -22.5424474
25 298.170000 | 43511.6781 | 14986.5441 | 95.6673507
| 40 313.170000 | 91335637 | 12341.3544 | 252.2409

e —————— ——— — . ]
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Tabla A 35 Calculo de la energia libre y entropia de disolucion en metanol

- AG=-R.TInX2
°‘C _j[_ °K 1/°K inX2 MeCH R AGsol
15 288.170000 | 0.003470 -5.674877 -8.314 13596.1277
15 288.170000 | 0.003470 -5.671573 13588.2111
15 288.170000 | 0.003470 -5.509321 13199.6499 | 13461.3296
25 298.170000 | 0.003354 -5.108779 12664.5874
25 298.170000 | 0.003354 -5.073862 12578.0288
25 298.170000 | 0003354 -5.086825 12610.1642 | 12617.5935
40 313.170000 | 0.003193 -3.786408 9858.65291
40 313.170000 | 0.003193 -3.778016 0836.80257
40 313.170000 | 0003193 -3.797320 9887.06447 | 9860.83998
Calculo de la entropia de disclusion en metanol ASsol= (AHsol- AGsol)T
°C °K AH MeOH AGsol Assol
15 288.170000 | 25565.7339 | 13461.3296 | 42.0043873
25 298.170000 | 50241.1733 | 12617.5935 | 126.181641
40 313.170000 | 84299.6147 | 9860.83998 | 237.694462 J
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