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I. INTRODUCCION

Es evidente la necesidad que tiene nuestro pais de nuevos productos farmacéuticos
que ayuden de una mejor forma a reestablecer y/o mantener la salud de la poblacién, esto
explica el constante cambio y actualizacion de las politicas de calidad en la Industria
Farmacéutica, a nivel mundial y nacional.

En nuestro pais se comercializan una gran cantidad de productos farmacéuticos
liofilizados, pero en realidad pocos laboratorios en México cuentan con plantas que reahicen
este proceso de liofilizacion; asf la mayor parte de los productos liofilizados se elaboran en
filiales de ellas en otro pais y tinicamente son distribuidos por la filial mexicana. Esto se
debe probablemente a la gran infraestructura y costo que implica ¢l proceso de liofilizacion.

Al considerarse que en México se a trabajado ¢ investigado poco sobre el desarrollo
de productos liofilizados y, que la mayor parte de la bibliografia a este respecto indica que
los principales avances en materia de liofilizacion se han hecho, hasta la fecha, en otros
paises, fue que se tomo este tema de estudio para el presente trabajo de investigacién de
nivel maestria.

En este sentido, este trabajo se origind con la idea de resolver un problema practico
de la industria farmacéutica nacional, por los problemas de calidad que presentan los
productos comerciahzados de clorhidrato de vancomicina liofilizada de 500 mg,
principalmente en cuanto a: 1) aspecto del liofilizado (uniformidad del color del taquete o
pastilla) y 2) opalinidad (caracteristica que es funcién de la solubilidad del total de los
componentes de la formulacidn); para ello se evalud el impacto que tiene el congelamiento,
la sublimacion, el secado secundario y la presencia de soporte sobre el producto terminado;
mediante un disefio factorial 2°.

Los resultados de este estudio mostraron que los factores con mas influencia sobre:
opalinidad, humedad, velocidad de reconstitucidn, valoracidn, aspecto del liofilizado, color,
cristalinidad y niimero de capas del taquete, evaluados en el clorhidrato de vancomicina
liofilizada fueron la tasa de congelamiento y la tasa de sublimacion (en ambos casos a sus
niveles de factor bajos).

Este trabajo permitié asi mismo, demostrar la utilidad del disefio de experimentos en
el desarrolio de productos farmacéuticos liofilizados y para resolver un problema de ¢alidad
del clorhidrato de vancomicina liofilizada.
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1. MARCO DE REFERENCIA
A LIOFILIZACION DE MEDICAMENTOS

La liofilizacion o secado por congelacién es el proceso mediante el cual un
disolvente, normalmente agua, es removido de una solucién congelada, mediante
sublimacion. Esta técnica de secado se puede aplicar cuando un compuesto quimico o
biologico es quimica, bioldgica y térmicamente inestable en las condiciones normales de
almacenamiento. Por consiguiente, ¢l proposito de la hofilizacion es conseguir estabilizar
una formulacidon farmacéutica y aumentar su vida de anaquel. (Jennings, 1999)

La liofilizacién como operacion unitaria es un proceso de estabilizacioén y se puede
dividir en tres etapas las cuales se observan en la figura /. El paso inicial es una
congelacion de la formulacidn, a continuacion la cantidad de disolvente es disminuida por
sublimacién (secado primario) y posteriormente por desorcion (secado secundario)
(Ferndndez, 1998, Jennings, 1999). Asi, la hofilizacidon es una operacién de nultietapas en la cual
cada paso es critico, y cada una de las etapas deberd estar bajo un estricto control para
garantizar ¢l €xtto de toda la operacidn. (Reyes, 1999)

CONGELACION SECADO
PRIMARIO SECADO
100 SECUNDARIO A
"Vn'%mcgal ----------- LI EER NN RN Y I Sublimacién

Hielo

Matenia) Injtersticial Congelado

""""""""""" jl-" *.......---...-----ulull----lI-II Desorcién
SRR i U AghaAdséebita | \'/N___
9 \ \ Ticmpo
Fluido % de Hiclo
Intersticial Formado

Fig. 1 Evolucion esquematica del proceso de Liofilizacion.

En ]a elaboracion de productos por liofilizacion, se parte de una solucidn que para el
caso especifico de productos farmacéuticos, se denomina formulacidn, Esta es un sistema
que contiene un disolvente (uswalmente agua) y un principio activo {(p.a.), aunque en
ocasiones son adicionados otros excipientes, ya sea para estabilizar al p.a., por razones
terapéuticas o para conseguir un correcto formado del taquete (pastilla); por lo general estd
contenida en frascos viales, cerrados parcialmente con un tapén con ventana (ranurado), los
cuales se someten a un proceso de congelamtento a temperatura entre 5° y 10°C por debajo
del punto eutéetico del p.a. 0 mezcla a liofilizar. Posteriormente, se aplica vacio y se inicia
una etapa de calentamiento, lo cual provee la energia necesaria para la sublimacién o
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secado primario, de donde se elimina alrededor del 90% del agua total y, finalmente, se
procede a realizar un aumento de la temperatura -la cual depende del producto- para

conseguir el secado secundario y el contenido de humedad final del liofilizado. (Femandez,
1998, Pikal, 1984 y Jennings, 1999)

Los factores mas importantes que afectan las caracteristicas y propiedades del
producto liofilizado (morfologia, cristalinidad, actividad bioldgica y reconstitucion), son las
propiedades coligativas de la mezcla de los ingredientes activos y del o los excipientes que
componen la formulacion (soportes, solucidén amortiguadora, antioxidantes, entre otros), asi
como las condiciones de la etapa de congelacion, de la velocidad de liofilizacién
(sublimacidn), de los cambios de temperatura en todas las etapas del proceso y del
contenido de humedad de la pastilla liofilizada. (Fernandez, 1998)

De tal forma, que para diseiiar y optimizar los ciclos del liofilizado de un producto
en particular, es necesario identificar los factores mas importantes que tienen influencia
sobre cada una de las etapas de dicho proceso. (Pikal, 1984)

B. ETAPA DE CONGELACION

Durante la primera etapa del ciclo de liofilizacién -de congelacion- de la solucion
binaria diluida, (figura 2), el hielo puro se separa de la solucién residual (fluido intersticial)
y este Gltimo se vuelve mds concentrado con respecto al soluto, hasta que se forma una
composicion en la cual el agua y el soluto solidifican (£). La temperatura a la cual ocurre
esta solidificacién conjunta se le llama “temperatura eutéctica” (7g) y a la composicidn,
“composicion eutéctica” -esto solo ocurre durante la congelacion eutéctica-. Asi,esta etapa
(curva O, M, N, E) tiene como principal funcion, la separacion del disolvente de los solutos.
La temperatura necesaria para completar la congelacion dependera de la naturaleza del
disolvente y de los constituyentes que comprendan la formulacidn. (Pikal, 1984; Jennings, 1999)

°cC & T
femperatura Hielo
+
Solucrén
Solucron
1]
Soluto
Tc +
~ ‘\N Solucién
T
E
Te
Hiclo Solulo
N +
Futéctice Futéeuco |
0 8 S
S Concentractdn en Soiuto 100
(% en peso en solucion)

Fig. 2 Oragrama de equilibric de una solucidn acuosa que origina una congelacién de tipo eutéctico;
donde 8, S, Sg, representan la concentracidn critica de la solucién acuosa, la concentracién
intersticial de congelamiento y la concentracién eutéctica, respectivamente,
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Sin embargo, en muchas soluciones, como por ejemplo las soluciones de azicares o
de polimeros, el eutéctico no se forma, al menos en las condiciones habituales de
congelacion. En la figura 3, se presenta el diagrama de fases de una solucidén acuosa que no
da lugar a la formacidn de un eutéctico. Asi, cuando la temperatura desciende por debajo de
Te -temperatura a la que podria esperarse la formacion del eutéctico- no se produce la
cristalizacion del soluto y la congelacion del agua en hielo puro continda mientras la
solucién intersticial se concentra segin Ja curva LF. En este esquema, la curva EF7
representa la desviacion de la concentracion intersticial de congelamiento.

La separaciéon del agua como hielo cesa a cierta temperatura (Tg), en la que la

solucion intersticial ha alcanzado su concentracion maxima. Si el enfniamiento continda, la
solucidn intersticial solidifica al estado amorfo.

4
OCP

Temperatura

L >

0 Concentracién delsoluto 100

Fig. 3 Diagrama de fases de una solucién acuosa para la que no se forma el eutéctico,

De manera semejante a la curva OMNE de la figura 2, la curva OFF de la figura 3
representa la concentracion del liquido intersticial en el sistema en equilibrio a la
temperatura considerada, pero en la figura 3 el agua que no ha congelado a la temperatura
de fusion (75, es el agua no congelable. La concentracion inicial del sistema afecta la
proporcion que se forma de las fases: hielo y solucién intersticial, pero no la concentracion
de esta Gltima.

Por otra parte, ocurre con frecuencia que la concentracion del liquido intersticial no
puede ser descrita por la curva OF/ de la figura 3, sino por una curva OEF". Asi, para que
los cristales de hielo puedan crecer, es necesario que las motéculas del soluto se alejen de la
interfase de cristalizacion, curva OFF, en caso contrario, fa acumulacién del soluto
aumenta el gradiente de concentracion en la solucién intersticial, lo que impide la
formacién del hielo. El crecimiento de los cristales de hielo es inhibido por esta
“polarizacion” de la interfase, conforme a la expresién:

D*t

|

17
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Donde:

D Es la difustvidad del soluto a la temperatura definida

- Esel tiempo en ¢l cual ¢l sistema pernimanece a esta temperatura
1.: Es el diametro de las “venas” o poros intersticiales

Por lo tanto, si el enfriamiento es muy rapido con relacton a las posibilidades de
difusion del soluto, las soluciones intersticiales conservan una concentracion menor que la
concentracion en el equilibrio. A baja temperatura el agua congelable solidifica en forma
amorfa. Sin embargo, si el producto sufre un recalentamiento, el agua “amorfa” se separa
como hielo y la solucidn interstictal vuelve a tomar la concentracién de equilibrio al final
de la etapa de congelacion.

Asi también, cuando una solucidn se congela, el crecimiento de los cristales depende
de dos mecanismos, la posibilidad de migracién de las moléculas de agua para existir como
cristales v, el transporte de la energia de cristalizacion hacia el medio de congelamiento, En
este sentido existe un fenémeno denomtnado subenfriamiento, definiéndose como la
disminucidn de la temperatura a la cual los cristales de hiclo creceran sustanciaimente
(nucleacion); este dependera de la sustancia a ser enfriada.

a) Grado de superenfriamiento

Se puede definir como el incremento de la temperatura a la cual ocurre la nucleacion
de cristales de hielo. En el diagrama de fases del agua mostrado en la figura 4, el punto
tripie B es la temperatura a la cual coexisten las tres fases (gas, liquido y sélido) y se
presenta a 0°C y 4.58 Torrs. La linea denotada B-F, representa la linea de equilibrio sélido-
vapor y el segmento F-B es la presion de vapor del agua liquida a temperaturas menores de
0°C. Cuando ocurre la nucleacion, se forman puentes de hidrogeno entre las moléculas de
agua y la temperatura del sistema agua-hielo se incrementa.

A /C
, -
t
Liquldo ' q
1 - -
7B0 e - e - f s ‘:
.
Sélido ! . x
Preslon i .
(Torrs) ] ]
1
4.58F~-~~- e t 1
I8 ' t
D 1 '
. __\‘_' 1 Vapor s :
1 I ' ¥
Fe ! ’ i
! 1 F
o P
-40 o} 100 Te

Temperatura °C

Fig. 4 Diagrama de fases para el agua.
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b) Nucleacién

Cuando un liquido esta inicialmente a la temperatura 7, (figura 5) y se enfria bajo
la presion P, deberia cristalizar cuando su temperatura alcanza un valor mas o menos bajo
(Tv), segin las condiciones experimentales. Entre 7y, y 7w €l liquido esta en un estado
metaestable denominado subenfriamiento. Este estado de subenfriamiento desaparece
cuando inicia la aparicion de cristales (nucleacién). Si estos cristales pequefiitos estan
formados por agregados de moléculas que han aparecido espontaneamente en el liquido, se
habla de nucleacidn homogénea; si por el contrario se han formado en el contacto de
superficies o de particulas en suspension, Ja nucleacién se describe como heterogénea.

Presion

A

Liquide

Vapor

T
-
Ty Ty To  Temperatura
Fig. 5 Diagrama de fases de un cuerpo puro; campo rayado: zona de subenfriamiento del liquido.

1.1 Nucleacién homogénea

La nucleacién homogénea se define como el desarrollo de un tamaflo c¢ritico
nuciear, (r*) a través de la agregacion de las moléculas.

Mediante diversas consideraciones tedricas se llega a 1a relacion:

donde:
I:  Esel numero de cristales formados por cm’ y por segundo.
(velocidad de nucleacion).
N:  Esel namero de moléculas por cm’® de liquido.
7. Eslatemperatura en grados Kelvin.
/1. Es la constante de Planck.
K : Es laconstante de Boltzmann.
(G4 Esla energia de activacion para el paso de una molécula del estado liquido al sélido
(energia de activacion por difusion).
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AG,.  Es la energia necesaria para la formacion de un cristal de radio iguai al radio
critico (r¥), es decir, la energia necesaria para vencer las fuerzas de superficie
que se oponen al crecimiento del agregado de moléculas.

Por lo anterior, AG, es proporcional a:

}/3

(_AT)Z y: Tension interfacial sélido-liquido

AT . Temperatura de subenfriamiento

Cuando la temperatura es poco inferior a la de fusién del cuerpo AG, es muy grande
en relacion a Gy (dado que AT es muy pequefio) y por lo tanto 4G, controlara la nucleacién.
En consecuencia, a medida que la temperatura desciende (7 disminuye y A7 aumenta) la
velocidad de nucleacién / aumenta.

Por el contrario, cuando la temperatura es inferior a TM, 4G, resulta despreciable
en relacién a G, Esta ultima aumenta (muy poco) cuando la temperatura desciende. S1 T
disminuye, la velocidad de nucleacién también disminuye. Por lo tanto, la velocidad de
nucleacion debe presentar un punto maximo a cierta temperatura y sus variaciones en
funcion del subenfriamiento seran representadas por una curva. La disminucién de 4G, con
el descenso de la temperatura, puede interpretarse como un incremento de la probabilidad
de formacién de los cristales. Por otra parte, el aumento de la viscosidad del liquido frena la
incorporacién de las moléculas a los cristales ya formados, por o que tiende a disminuir la
velocidad de nucleacion con la temperatura.

1.2 Nucleacién heterogénea

En la nucleacion heterogénea de agua ocurre cristalizacion de hielo originado por un
promotor externo. Tales promotores pueden ser las 4reas del contenedor, las particulas de
materiales presentes en el agua, o inclusive moléculas largas presentes en el medio como
las proteinas. Este mecanismo no estd totalmente comprendido, pero se ha propuesto que
las peliculas de agua son adsorbidas sobre la superficie de la particula {promotor). Debido a
que la temperatura del agua esta por debajo del punto triple, esas peliculas tienen
estructuras con agrupactones parecidas al hielo y mediante algin mecanismo se detiene la
formacion de fa estructura det hiele pero sirven como nircleo para la formacion de cristales
de hielo.

La experiencia muestira que la cristalizacién del agua comienza a temperaturas un
poco inferiores al punto de congelacién tedrico, ya que en este punto la probabilidad de
nucleacion homogénea es muy baja y la mayor parte de las veces la cristalizacién es
inducida por particulas o superficies extrafias (nucleacion heterogénea).

La importancia de Ja nucleacién heterogénea depende del grado de diviston del
liquido. En efecto, cuanto menor sea el volumen del liquido, menor serd la probabilidad de
que contenga una particula que pueda funcionar como semilla. Por ejemplo, el agua
bidestilada contiene ain muchas de estas particulas y mientras que una muestra de 100 mL
puede permanecer en subenfriamiento (sin cristalizar) hasta aproximadamente -5°C, gotas
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de | mm de didmetro pueden permanecer subenfriadas hasta —24°C y gotas de 0.1 mm hasta
~30°C; con gotas de 1 a 10 um el subenfriamiento puede alcanzar —40°C (con agua
destitada y con agua tratada con una resina intercambiadora de iones, donde el niumero de
particulas también es relativamente bajo).

1. Crecimiento de los Cristales de Hielo

LLa velocidad de crecimiento de cristales de hielo bajo condiciones superenfriadas
del sistema o de subenfriamiento del liquido, dependerd de la magnitud en el grado de
subrenfriamiento. '

Este crecimiento es controlado por dos procesos fisicos distintos:
v La incorporacion de las moléculas en la red cristalina.

v' La difusién de las moléculas desde el seno del liquido hacia la superficie del cristal
(transferencia de masa), correlativa a la difusiéon de calor desde el cristal hacia el
liguide (transferencia de calor).

La superposicién de estos dos procesos conduce a la variacidon de la velocidad de
crecimiento en funcidn del superenfriamiento del sistema.

a) Influencia de las sustancias disueltas

En general, cuando el agua contiene solutos disueltos, el crecimiento de los cristales
de hielo es inferior al que se mide en el agua pura para un mismo subenfriamiento. Si bien
las sales minerales bajan considerablemente la velocidad de cristalizacidn del agua, ciertas
sustancias como el glicerol o las proteinas tienen un efecto adn mas notable. Por regla
general, la cristalizacion es mas lenta conforme aumenta Ja concentracion de las soluciones.

La presencia de sustancias disueltas favorece el subenfriamiento (o descenso
crioscopico de Ja solucion) del disolvente, asi como ejemplo, existe una diferencia maxima
de 2°C entre el agua pura y la que contiene una concentracion IM de halogenuros alcalinos,

b) Soluciones complejas

Una solucién que contiene varias sales minerales puede congelar con varios
eutéceticos sucesivos, ademas, si una solucidn de sal mineral contiene otra sustancia, que en
general no cristaliza en el curso del enfriamiento, el eutéctico no se formara si la proporcion
sal mineral y el otro soluto es inferior a determinado valor.

c) Descongelacidén

El calentamiento provoca una secuencia inversa. En un sistema acuoso de
composicidn eutéctica, un proceso de fusién comienza a la temperatura eutéctica (7g) y éste
se mantien¢ constante como en los cuerpos puros, el tiempo que dure la fusion de ésta fase,
para segutr después por la fusion del hielo a medida que la temperatura se eleva, siguiendo
un sentido Inverso al de la curva OMNE de la figura 2.

En un sistema no eutéctico, la fusién del hielo y la dilucidén de las soluciones
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intersticiales comienza cuando la temperatura es superior a /r o temperatura de fusion
incipiente (figura 3).

2, Textura del Producto Congelado

El acomodo del hielo como un nimero mas o menos grande de cristales, desempeiia
un papel importante en el comportamiento del producto durante la desecacion y en las
caracteristicas def preducto final. Esta distribucién depende de las condiciones en las que se
ka productido:

v" La nucleacién o aparicidn de cristales incipientes.
v El crecimiento de estos cristales

a) Textura resultante

La distribucion del hielo, ya sea en un pequefio numero de cristales grandes, o en
muchos mas pequefios en una muestra congelada, depende, por un lado, de la manera como
se ha realizado el descenso de temperatura y por otro, de la naturaleza y concentracion de
las sustancias disueltas o en suspension.

Considerando el primer caso del agua pura, a temperaturas cercanas a 0°C, la
velocidad de crecimiento cristalino aumenta rapidamente, en tanto que la de nucleacion
permanece lenta. Por consiguiente, si una muestra de agua se conserva a este nivel de
temperaturas, las pocas formaciones o nucleos iniciales podran adquirir un desarrollo
Importante antes que se originen oiros nuevos. La muestra congelada presentara entonces
un numero pequeflo de cristales de gran tamafio. Suponiendo ahora, por el contrario, que la
muestra se conserva liquida a una temperatura proxima a —40°C y entonces es cristalizada,
incluird un gran namero de cristales muy pequefios. A esta temperatura la velocidad de
crecimiento no es mds elevada que en el caso anterior, pero la nucleacion es mucho mayor.

Si el agua contiene ademas sustancias disueltas, se pueden obtener formas mas finas por
enfriamiento a las mismas temperaturas que en los casos anteriores. La presencia de
sustancias disueltas reduce mucho la velocidad de crecimiento de cristales de las formas
iniciales, por el contrario, la velocidad de nucleacion se afecta en menor grado.

b) Solidificacién al estado amorfo

A temperaturas inferiores a —150° C aproximadamente, la velocidad de nucleacion
es practicamente nula. Por consiguiente, se logra enfriar el agua lo bastante rapido como
para evitar la apartcion de formas cristalinas y se obtiene un sélido amorfo (vidrio).

Aunque de apariencia rigida, un vidrio puede poseer propiedades fisicas -por
¢jemplo, mecanicas- muy diferentes de las de un cuerpo en estado cristalino, asi, las
moléculas se encuentran en estado poco organizado, caracteristico de los liquidos, por lo
que se considera como un liquido extremadamente viscoso o sobreenfriado.

A priori, el fendmeno de vitrificacién se debe producir mas facilmente conforme
bajen las velocidades de nucleacién de las sustancias consideradas, de ese modo muchos
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compuestos organicos pueden ser obtenidos facilmente al estado vitreo, esto también pasa
con las mezclas que contienen silicatos polimerizados, mezclas que constituyen el vidrio
ordinario.

En el agua pura -sustancia que alcanza velocidades de nucleacion elevadas-, por ¢l
contrario, parece que la obtencidn del estado vitreo es imposible, al menos por enfriamiento
del liquido puro (ningun investigador parece haber tenido éxito en este punto). La
explicacion de este fendmeno es probable que se debe a que las velocidades de nucleacién
sean tales, que un enfriamiento tan rapido como sea posible experimentalmente, no puede
evitar las formas iniciales o niicleos, en el paso a temperaturas intermedias. Sin embargo, el
agua al estado vitreo se puede obtener por condensacion lenta de vapor en una superficie
muy fria. En estas condiciones se forma un depdsito practicamente individual de moléculas
de baja temperatura en las cuales puede ocurrir un reacomodamiento.

Si el vidrio es calentado progresivamente, esta velocidad aumenta y aparecen
formas iniciales cristalinas.

De acuerdo con diferentes observaciones, la velocidad de desvitrificacion es
importante a temperaturas proximas a —130°C. Si una muestra de hielo de textura fina
(resultado de una desvitrificacion o de una congelacion rapida), se calienta a temperaturas
superiores, es facil observar que el tamafio de los cristales de hielo aumenta rapidamente.
Este fenomeno, denominado recristalizacion por migracién, corresponde al crecimiento de
los “granos” que se observan en la industria metalurgica y quimica donde se admite que
este crecimiento se debe al hecho de que la presién de vapor de los cristales varia en razén
inversa de su tamaiio, por lo que los mds grandes crecen a expensas de los pequefios.

A diferencia del agua pura, el agua de ciertas soluciones puede solidificarse
facilmente al estado vitreo. La vitrificacidon es importante en soluciones de glicerol o
polivinilpirrolidona, pero también se obtiene con soluciones de diversas sustancias:
azucares de bajo peso molecular, aminoacidos, entre otros.

La proporcidén de agua solidificada al estado amorfo, depende por un lado, de la
naturaieza y concentracion de los solutos y por otro, de la velocidad de enfriamiento. Como
se ha visto, el agua congelada que tarde o temprano ha resultado vitrificada en el
enfriamiento, cristaliza con un recalentamiento.

Se puede indagar la sohdificacion de una muestra biolégica con vitrificacion del
agua, si es una muestra en la que se observa la ultraestructura o conserva su actividad vital.
La deshidratacion sin desvitrificacion es por lo comun delicada y sélo tendrd éxito en
condiciones particulares. Sin embargo, en la mayor parte de casos, la presencia de una fase
amorta no es favorable a la realizacién de la liofilizacién porque hace mas lento el proceso
de sublimacion. Deberd evitarse en lo posible, el trabajo con sustancias o bajo condiciones
que favorecen la vitrificacion del agua.

Puesto que la etapa de congelamiento se ve afectada, por la temperatura y la tasa de
enfriamiento, es de suma importancia la determinacion de la temperatura eutéctica (Ja cual
usualmente comprende un rango méds que un punto Gnico), y la temperatura de colapso
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(para un sélido amorfo)(temperatura de colapso es aquella a la cual la matriz se reduce) de
la solucién. Esto puede conseguirse previemente, mediante la aplicacién de la calorimetria
diferencial de barrido; debido a que con esta técnica es posible determinar la existencia de
polimorfismo y/o pseudopolimorfismo, fenémenos que condicionan la claridad (opalinidad)
o la solubilidad, la velocidad de disolucidn, estabilidad y en consecuencia, pueden afectar la
biodisponibilidad del producto liofilizado. (Fernindez 1988, Pikal, 1984, Nail, 1984)

La determinacién de cambios en la morfologia y estado de agregacion molecular de
los solidos -amorfos, cristales, solvatos, soluciones y dispersiones sélidas- no es sencilla,
por lo que es necesario recurrir a distintas técnicas analiticas instrumentales como la
microscopia Optica y electronica, espectroscopia infrarroja, difractometria de rayos X y
analisis térmicos como la termogravimetria y calorimetria diferencial de barrido. (Pikal, 1984,
Saez, 2000)

Con respecto a la tasa de enfriamiento, ésta tiene influencia en la morfologia y
tamario de los cristales obtenidos, de modo que una congelacion lenta facilita la formacidn
de cristales grandes, con superficie pequefia, y enfriamientos rapidos provocan la formacién
de cristales pequefios con una mayor area superficial o 4rea expuesta a la liofilizacion;
frecuentemente congelamientos lentos generan areas de concentrados congelados, las
cuales son dificiles de liofilizar. (Rey, 1999; Zimmermann, 2000)

Asi mismo, la tasa de enfriamiento afecta la estructura interna de los sélidos, de
modo que cuando el material se obtiene en estado amorfo (estructura que no es deseable
porque oftece mala reconstitucion por ser demasiado higroscOpica), serd necesario realizar
un tratamiento térmico de la solucion durante el proceso de congelamiento, lo que implica
un congelamiento y un calentamiento gradual, para permitir a las formas metaestables
cristalizar, y posteriormente, un enfriamiento a menor temperatura que la inicial
(Zimmerman, 2000, Fernandez, 1998)

Durante la etapa de congelacion, todos los fluidos presentes se transforman en
cuerpos solidos, cristales, amorfos o vidrios, y frecuentemente, el agua tiende a generar
una red de complejos de hielo, pero también puede quedar embebida en una estructura
vitrea o quedar como remanente mas o menos fina en el borde de los extremos
intersticiales. Los soélidos se concentran y pueden ser expulsados en forma de finos
cristales; al mismo tiempo la expansion volumétrica del sistema puede inducir fuerzas
mecanicas de estrés que se combinan con el shock osmético, originando incrementos en el
fluido intersticial.

Un paradigma de la liofilizacién es entender que no existe una correlacion directa
eotre la estructura de un producto congelado y su temperatura, sino que realmente depende
de las caracteristicas de la “historia térmica” del matenal; de modo que el conocimiento de
la temperatura de una solucién no es suficiente para conocer la red estructural obtenida,
porque ésta dependera de la forma por la cual dicha temperatura fue alcanzada durante la
fase de congelamiento.

Ejemplos de congelamientoc donde se forman matrices de hielo-producto, se
observan en la figura 6. En la primera imagen (6./a), se encuentra lleno un frasco con la
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formulacién liquida y taponado con un tapon de ventana; en la imagen 6./5 la matriz del
hielo-producto congelado es definida por la regién B. La imagen 6. /¢ tlustra el proceso de
secado primario y la porcion intersticial es definida por C; la conclusién del secado
secundario es mostrada por la imagen 6./d, finalmente el producto terminado es cerrado
como se observa en la imagen 6. /e. (Jennings, 1999)

Fig. é. Eiemplos de congelamiente donde se forman matriz de hielo-producto

Posterior al congelamiento se aplica vacio en un rango de presion de entre 5-500
uBar lo que ocasionard una disminucion mayor de la temperatura. (Reyes, 1999)

C. SECADQ PRIMARIO

En la segunda etapa de la liofilizacidn, de secado primario, el disolvente {vapor) es
extraido directamente del material congelado vy, cuando se trata de masas congeladas en
recipientes tales como viales o ampolletas, el secado (niciard por la parte superior del
material congelado. En los lugares donde sublima el hielo, se forman pequefios orificios
que no se perciben facilmente a primera vista y a través de estos orificios, el agua en forma
de vapor, sale de las capas cada vez mas profundas de la masa congelada. A medida que el
espesor de la masa seca aumenta gradualmente por el proceso de secado, se observa
también un incremento del vapor de agua que escapa de la masa seca, y por consiguiente la
tasa de sublimacidn disminuye durante ¢l proceso.

Para alcanzar la temperatura de sublimacidn optima, ésta debe ser lo
sufictentemente alta para obtener la mayor diferencia de temperatura posible, pero evitando

Maestria en Ciencias Farmacéuticas 12



que ocurra la fusion de la masa congelada, consiguiéndose obtener asi la maxima diferencia
de presion de vapor de agua, entre el producto y el hielo condensado, a esto se le denomina
“fuerza impulsora de sublimacién”. (Femandez, 1998, Pikal, 1984, Jennings, 1999)

De este modo, se llevan a cabo los procesos de transferencia de masa y transferencia
de calor. El calor es suministrado al recipiente que contiene la solucidn congelada
ocurriendo un transporte de masa al condensador. Este proceso consume una gran cantidad
de energia, de modo que para sublimar un kilogramo de hielo se consumen 680 Kcal.
(Nail, 1980)

Al calor suministrado en esta etapa se le denomina “calor latente de sublimacién™ y
usualmente va en aumento con ¢l fin de mantener la velocidad de secado. Cuando la
sublimacion ha concluido, el producto llega a la temperatura de [as placas de calentamiento;
si el proceso de sublimacién se detiene antes de que todo el hielo haya sublimado, cuando
se interrumpe el vacio la pastilla puede sufrir un colapso.

Se designa como desorcion el fendmeno de extraccion del agua congelada o ligada.
Asi, en las condiciones practicas, aunque ¢l producto contiene hielo, no se mantiene a una
temperatura inferior a la de fusidn incipiente, por lo tanto, el producto sufre cierta fusion
intersticial y la sublimacién del hielo se ve acompailada por la evaporacion del agua de
estas soluciones

1. Influencia del Espesor del Producto

La velocidad de secado es inversamente proporcional al espesor de ta capa porosa. La
duracién tedrica de la desecacton es proporcional al cuadrado del espesor del producto. Por
esta razon, el espesor de los productos sometidos a liofilizacion sera {imitado: 10 a 15 mm
como maximo, para productos liofilizados en frascos o en forma de placa. (Rey, 1999)

2. Transferencias de Calor
a) Transferencias internas

El aporte de calor presente en [a sublimacidn se puede realizar por dos vias: en la capa
porosa y en una congelada.

En la capa porosa: Considerando que la muestra se encuentra en forma de placa en el
curso de la sublimacién, y suponiendo que se calienta por su cara superior libre, las
transferencias de calor por las caras laterales pueden ser despreciadas; por ello se constdera
que, debido a las pequefias dimensiones de los poros de los productos liofilizados, las
transferencias por conveccion son despreciables.

Por otra parte, se ha demostrado que la contribucién de la radiacién en una
transferencia de calor en un medio poroso, nunca alcanza més de 10%. Por consiguiente, la
transferencia de calor se realiza esencialmente por conduccion en la red de materia seca y
de los gases contentdos en los poros.
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b) Influencia de la textura porosa
Cuando el diametro de los poros disminuye, la zona de fuerte crecimiento de la
conductibidad se desplaza hacia las presiones bajas.

Un aumento del contenido en materia seca inicial puede incidir de dos maneras
opuestas’

< Disminucton del diametro de los poros y por consiguiente, de la contribucion de
tos gases a tas transferencias térmicas.

-,

s Aumento de la contribucion de ia conduccion en la materia seca.

c¢) Transferencias externas de calor

A. Por conduccion y conveccidn: Para la transferencia de calor entre el elemento
calefactor y la superficie del producto (superficie de fa capa porosa o de la
congelada), los flujos de calor transmitidos por conduccidn y conveccién se
combinan en una sola expresion. En efecto, inclusive en el caso de un liquido
congelado en placa y sometido a la desecacion en un recipiente que reposa en la
placa calefactora, las superficies no son nunca lo suficientemente lisas para que
lo esencial del aporte de calor sea debido a una transferencia por contacto en la
totalidad de la superficie del producto, los fendmenos de conduccidn gaseosa y
de conveccion intervienen de modo significativo, Lo mismo ocurre en el caso de
la liofilizacion en frascos. Se tiene entonces:

= Hcc ( TJ - Tl}
Donde: 7, = temperatura de la superficie calefactora.

1= temperatura de la superficie del producto { T, 0 Ty, ).

El coeficiente de intercambio H,. varia con las condiciones operatorias y en particular
con los siguientes factores:

%+ Distancia del elemento calefactor al producto,
» Extension del contacto elemento calefactor-producto y

% Presion y naturaleza de los gases.

De estos dos altimos factores es semejante a las transferencias de calor en la capa
porosa. La zona de presion correspondiente al incremento de conductibilidad térmica es
funcién de la distancia de las dos paredes entre las cuales es efectiva la conduccion en el
gas. A presiones muy bajas, solo Intervienen las transferencias de calor por contacto o por
radiacion.

Por radiacion: El flujo de calor transmitido por radiacion desde un elemento
calefactor hacia la superficie del producto es:
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(Considerando que el elemento calefactor y la superficie del producto son paralelas).
En esta expresidn:

. Factor de angulo.

Sy Superficie expuesta a la radiaciéon.

o Constante de Stefan.

&Y & Poderes emisivos del elemento calefactor y de la superficie del

producto, respectivamente.
7oy 7). Temperaturas del elemento calefactor y de la superficie del producto,
respectivamente.

I esta cercano a uno cuando el elemento calefactor y la superficie del producto son
planos paralelos de gran superficie, como es el caso de las instalaciones industriales. Por el
contrarijo, el factor F puede volverse inferior a 1 cuando estas superficies son pequedas,.
como ocurre en ctertos montajes de laboratorio.

En general, la superficie de las placas calefactoras deberan ser tratada para aumentar
al maximo posible el poder emisive ¢, Se obtienen asi valores de 0.90. El poder emisivo
de los productos biolégicos liofilizados (¢ ;) no es muy elevado.

El flujo de calor que se transmite al producto liofilizado por radiacion sera muy bajo
si la temperatura de las placas calefactoras es inferior a 150 °C. (Jeannin, 1986)

3. Temperatura de la Zona Porosa

El timite superior de la temperatura que se debe respetar en esta zona, se relaciona
con la necesidad de evitar dos tipos de accidentes:

l.  El desmoronamiento de la estructura.

2. Las alteraciones de tipo quimico y bioquimico.

Desmoronamiento de la estructura: La porosidad caracteristica del producto
liofilizado estd ligada a la rigidez de la red intersticial. Esta rigidez disminuye cuando la red
sufre una elevacion de temperatura o un aumento de su contenido en agua, Al volverse mas
fluida, fa red intersticial se debilita y desmorona y consecuentemente la materia se retrae.

Las consecuencias de este desmoronamiento son muy importantes porque:

<+ La capa de materia seca se vuelve mas compacta; es dificil realizar una buena
desecacion,
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< Los espacios capilares pueden quedar obstruidos. Como ¢l vapor de agua no
puede escapar méas que por difusién en una materia seca compacta, la
sublimacion se hace sensiblemente mas lenta. Si el aporte de calor continga, la
elevacidn de temperatura de la capa congelada puede provocar su fusién.

*

<+ El producto liofilizado sufre una retraccion de volumen y se deforma.

<+ Las posibilidades de rehidratacion son alteradas por ¢l estado mas-compacto de
la materia seca y la composicion burda del producto liofilizado.

Las condictones que determinan el desmoronamiento de la estructura han sido bien
estudiadas estableciéndose que se produce en (a capa porosa en la cercania del frente de
sublimacién. Se estima que este fendmeno se produce en esta zona si la temperatura se
vuelve superior a la de desmoronamiento {7;), que se puede predecir a partir de la relacion:

Donde:
v: Tension superficial de las soluciones intersticiales.
p: Viscosidad.
1: Radio del capilar inicial {de los cristales de htelo).

. Tiempo en el cual se puede producir ¢l desmoronamiento, es decir, tiempo que
separa el paso del frente de sublimacién del momento en que la red estd
suficientemente deshidratada como para presentar un comportamiento rigido.

La disminucion de la viscosidad con el aumento de la temperatura es debido a dos
efectos:

< Efecto directo de la temperatura en la viscostdad.
«+ Dilucidn de las soluciones intersticiales.

Es probable que ¢l desmoronamiento de la estructura afecte también el espesor de la
capa porosa, Si se presentan los gradientes de temperatura y de contenido de agua en la
capa “seca” de un producto en curso de liofilizacién, las circunstancias favorables al
desmoronamiento de la estructura se pueden encontrar a un nivel variable de la capa seca
segun las condiciones de operacion. La temperatura de esta capa debe ser limitada, pero una
baja de presidn de vapor de agua favorece la desorcion y puede entonces elevar 7.

La tendencia al desmoronamiento depende mucho de la composicidén quimica del

producto. En particular, esta tendencia se reduce considerablemente con la adicién de
polimeros (proteinas, dextranos, pectinas, etc.).
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La temperatura que provoca el desmoronamiento en la cercania del frente de
sublimacidn, se puede determinar por observacion del producto liofilizado al microscopio.
Esta técnica permite la comparacion de la tendencia al desmoronamiento de diferentes
soluciones.

a) Condiciones de presién

[.a desorcion se puede realizar si existe una diferencia suficiente entre la presion de
vapor del agua “ligada” y la presion parcial de vapor de agua en [a atmdsfera que rodea la
red intersticial. La primera de ¢llas se deduce de las isotermas de desorcion del producto.

En condiciones normales de liofilizacion, la red intersticial sufre la mayor parte de la
desorcion poco después del paso del frente de sublimacion. Esto puede sorprender, a priori,
dado que por definicién, la presion de vapor del agua ligada (no congelable) es inferior a la
presion de vapor del hielo a la misma temperatura, por o que aparece como poco probable
que la desorcion de la capa periférica pueda originarse cuando la atraviesa el flujo de vapor
proveniente de la sublimacién del hielo. En general, la sublimacion se conduce con un
gradiente de presion de vapor elevado entre el frente de sublimacién y el exterior de la
muestra, lo que constituye una condicidn necesaria para una desecacion rdpida. Al mismo
tiempo, la capa periférica estd, con frecuencia, a una temperatura muy superior a la de la
congelada, lo que favorece atin mas la desorcion.

D. SECADO SECUNDARIO

El secado secundario provoca la remocién de la humedad residual de fa pastilla
porosa; y este dependera de la naturaleza del material, la temperatura del producto y de [a
presion de vapor. El secado secundario es necesario para remover agua adsorbida
intermolecularmente, y este proceso generalmente implica una temperatura mas alta, la
presidén dentro de la cdmara de liofilizacidén generalmente es menor. Las condiciones

optimas de este proceso generalmente se obtienen a partir de las isotermas de desorcion.
{Pikal, 1984, Wang, 1990)

La funcion primaria del secado secundario es reducir el contenido de humedad
residual del producto a niveles que impidan reacciones de crecimiento bioldgico y/o que se
lleven a cabo reacciones quimicas; asi mismo, este proceso también ocasiona el detener el
reloj cinético del constituyente activo, consiguiéndose con ello aumentar la estabilidad del
producto ya liofilizado. (Jeanings, 1999)

E. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL PROCESO DE LIOFILIZACION

Entre las ventajas del proceso de liofilizacion se incluyen: el facil procesamiento de
un liquido, lo cual simplifica procesos asépticos; mayor estabilidad de polvos secos;
remocion de agua sin calentamientos excesivos del producto y rapida y facil reconstitucion
de! producto seco.
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Como desventajas de este proceso se pueden mencionar: incremenio de
manipulacion y tiempo de proceso; necesidad de un diluente estéril para la reconstitucién y
equipos costosos y complejos. (FDA, 1999)

F. ASPECTO CORRECTO DEL LIOFILIZADO

La apariencia del producto hofilizado depende en varios grados de cada uno de los
pasos del proceso de liofilizacion; ejemplos del impacto de cada uno de esos pasos sobre fa
apariencia cosmética del taquete se ilustra en la figura 7. En ella la figura 7.1a representa
una apariencia uniforme, esta uniformidad es resultante de la estructura de hielo que se
forma durante el proceso de congelamiento y representa la estructura ideal del taquete
(pasilla) de un liofilizado, donde este tiene una forma esponjosa y el volumen de ia misma
es equivalente al volumen de la matriz congelada (mostrada con anterioridad), en la figura
7.1b se forma una estructura heterogénea y es dependiente del proceso de congelacion. El
impacto que el proceso de secado primario puede tener sobre fa estructura del taquete se
observa en la figura 7.1c; a este fendmeno se le denomina colapsamiento del taquete, la
presencia de este fendmeno ocurre cuando la matriz del hielo-producto no esta
compietamente en estado de congelamiento y entra a secado primario. En 1a figura 7.1d se
observa un caso de extremo de colapsamiento o fusién inversa, y es resultado de la
presencia de estados liquidos en la matriz de hielo-producto.

e { o

Fig 7.ic Fig 7.1d

Fig. 7. Ejemplos de apariencias de licfilizados (7.la; unifeorme, 7.1b;
heterogénea, 7.lc; colapsada y 7.1d; fundida).
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G. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y FARMACOLOGICAS DE LA
VANCOMICINA

1. Vancomicina clorhidrato, Materia Prima
La vancomicina es un glucopeptido complejo; presenta actividad como antibidtico y

es producido por el Streptomvees orientalis, un actinomiceto aislado de muestras de suelo
obtenidas en Indonesia e India. (Micromedix)

El clorhidrato de vancomicina es la forma comercial de este principio activo y a
continuaciéon se proporcionan algunos datos relevantes relactonados con su estructura
quimica y propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas.

a) Aspecto: Polvo cristalino de color blanco a amartllo, con
olor caracteristico

b) Férmula molecular: CosH7sClaNgO24 HCI (Merck Index)

¢) Peso molecular: 1485.71 g/mol (Merck Index}

d) Férmula desarrollada;

Hz
H3 H

H3C
HO CH,0H

CH3

{Merck Index)
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d) Nombre quimico: (Sa)-(38,6R,7R,22R,238,26S,36R,38aR))-44-[[2-O-(3-amino- 2,3,6-
trietoxi-3-C-metil-a-L-lyxo-hexopiranosil)-B-D-glucopiranosiljoxy]-
3-(carbamoilmetil)-10,19-dicloro-2, 3, 4, 5, 6, 7,23 , 24 , 25,26, 36
.37,38,38a-tetradecahidro-7,22,28 30,32-pentahidroxi-6-[ (2R )-4-me -
til-2-(metilamino) valeramino] -2, 5, 24, 38, 39 - pentaoxo - 22 H-
8,11:18,21-dieteno-23 36-(iminometano)-13,16:31,35-dimeteno-1H
L16H-1,6 9]oxadiazaciclohexadecinol{4,5,-m][10,2,16]-benzoxadia-
zaciclotetracosina-26-acido carboxilico, clorhidrato. gverck Index)

¢) Conservacion: Conservar en contenedores bien cerrados, no exponer a tuz ni a calor.
{Micromedix)

) Solubilidad: Libremente soluble en agua. (Micromedix)

2) Punto de fusién: Descompone con calor, no reportado. (Micromedix)

2. Producto Terminado.

a) Descripcion:
Los productos liofilizados comerciales de vancomicina clorhidrato, contienen un
polvo blanco a cast blanco, higroscopico. (FEUM; Farmacopea de los Estados Usidos Mexicanos)

b) Propiedades farmacolégicas

1.1 Absorcidn, distribucién y excrecion

La vancomicina se absorbe poco después de la administracion oral, y se excretan
grandes cantidades por heces. Una sola dosis intravenosa de 500 mg en adultos produce, al
cabo de 1 0 2 horas, concentraciones plasmaticas de 6 a 10 pug/mL, de 2 a 4 pg/mL después
de 6 horas y de | a 2 ug/mL después de 12 horas. Aproximadamente 10 % de la
Vancomicina se liga a proteinas plasmaticas.

1.2 Vias de administracién y dosis

El clorhidrato de vancomicina estéril se vende para uso intravenoso ¢omo polvo
para solucion. La dosis deseada se diluye e inyecta preferentemente durante 30 a 60
minutos cada 6 0 12 horas. La dosis para adultos es de 500 mg cada 6 6 12 horas, o 1 gramo
cada 12 horas, ésta alcanza una concentracién estable de 15 pg /mL. La dosis diaria para
nifios es 44 mg/Kg en cantidades igualmente divididas y espaciadas cada 6 o 12 horas,

1.3 Usos terapéuticos

Debe emplearse inicamente para tratar infecciones serias y es particularmente {til en el
tratamiento de infecciones debidas a Estafilocoves meticilinarresistentes. También es
extremadamente atil en infecciones estafilocéccicas severas de pacientes alérgicos a
penicilinas y cefalosporinas. (Goodman, 1986)
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H. TECNICAS ANALITICAS APLICADAS AL ANALISIS CRISTALOGRAFICO DE 1A
MATERIA PRIMA Y LIOFILIZADO.

1. Microscopia Optica

a) Generalidades

La microscopia dptica junto con la microscopia electronica de barrido, permite
obtener informacién sobre la naturaleza fisica de las superficies sélidas. El microscopio
compuesto combina dos sistemas de lentes convergentes: el objetivo y el ocular, dispuestos
en posiciones fijas en los extremos opuestos de un tubo cuya longitud puede ser
modificada, con ello se consigue obtener una imagen real aumentada del objeto de
observacion, que a su vez se observa a través del ocular como una imagen virtual ain mas
aumentada.

Uno de los microscopios de gran utilidad en farmacia para el andlisis cristalografico,
es el microscopio polanizante, ya que permite, mediante una simple observacién, definir si
un material en polvo corresponde a un sélido amorfo o cristalino .

Mediante ésta técnica es posible observar el habito cristalino y determinar el tamarto
de las particulas, Asi la USP 25 ha establecido como método general de andlisis el de
Microscopia, que se fundamenta en la observacion, primero de la luz polarizada que se hace
incidir sobre el sélido para determinar si este es cristalino o amorfo y posteriormente en la
descripcion del habito.

b) Descripcidn

El microscopio compuesto combina dos sistemas de lentes convergentes: el objetivo
y el ocular, dispuestos en posiciones fijas en los extremos opuestos de un tubo cuya
longitud puede ser modificada, con etlo se consigue obtener una imagen real aumentada del
objeto de observacidn, que a su vez se observa a través del ocular como una imagen virtual
aun mas aumentada.

El objeto a observar se situa por lo general en una placa de vidrio que es colocada
sobre la platina del microscopio. En esta posicién, desde abajo recibe regularmente un haz
de luz natural o de una Jampara. Una parte importante para una adecuada observacion de la
muestra en un microscopio, son los objetivos, los cuales pueden cambiarse y, para un
trabajo normal, es suficiente disponer de tres objetivos acromaticos: bajo (3,2X 6 4X),
medio (10X ¢ 20X), o alto (40X 6 45X).

Uno de 1os microscopios de gran utilidad en el analisis cristalografico de las materias
primas farmacéuticas, es el microscopio polarizante, ya que permite, mediante una simple
observacién, definir st un material pulvurulento corresponde a un material cristalino o
amorfo. El microscopio polarizante es algo mas que un microscopio compuesto al que se¢ le
han incorporado dos polarizadores, sin embargo, para simplificar de alguna manera su
descripcion, se puede indicar que ademas de las partes comunes que corresponden a un
microscopio compuesto, contiene un elemento polarnizador bajo la platina, denominado
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nicol inferior o polarizador, y un segundo polarizador colocado por encima de la platina,
denominado nicol superior o analizador.

2. Microscopia Electrénica de Barrido.

a) Generalidades

Durante el transcurso del siglo XX se desarrollo una amplia variedad de métodos
para la caracterizacion de superficies, y de esta manera surgieron los méfodos cldsicos, que
hasta fa actualidad son de gran importancia para obtener informacion sobre la naturaleza
fisica de las superficies, puesto que implican la obtencidén de imédgenes mediante
microscopia éptica y electronica, al igual que la obtencién de isotermas de adsorcion, la
determinacion de area y rugosidad superficial y tamafio de los poros.

Por otra parte, a comienzos de los afios cincuenta, en respuesta a las necesidades de
ciertas areas de la ingenieria y otras ciencias, donde el conocimiento de la composicion
quimica de la capa superficial de un sélido puede ser mucho mds importante que la
composicién general del material, se introdujeron los métodos espectroscopicos para
obtener informacién acerca de la naturaleza quimica de las superficies de los sélidos,
determinadndose las especies quimicas que las recubren, asi como su concentracion,

Hasta la fecha, existen aproximadamente una docena de técnicas espectroscopicas
de superficie, entre las que mas ampliamente se han utilizado se cuentan: la espectroscopia
fotoelectrénica de rayos X o espectroscopia de electrones para andlisis quimico, la
espectroscopia de electrones Auger, la espectroscopia fotoelectrénica ultravioleta, la
espectrometria de masas de ion secundario, la espectrometria de masas con microsonda de
laser y la microsonda electronica. (valls, 1998)

Para los efectos del presente estudio, unicamente se emplearon las técnicas de
obtencidén de imdgenes de superficie de los s6lidos por microscopia.

b) Importancia

Como ya antes se ha sefialado, el conocimiento a detalle de la naturaleza fisica de la
superficie de los solidos en muchos campos de la quimica, la geologia, 1a biologia, las
ciencias de los materiales y la farmacia, ha ido cobrando cada vez mayor importancia, sin
embargo, hasta hace pocos afios estuvo supeditado a la resolucidén que ofrecia la
microscopia optica, que a su vez estd limitada por los efectos de difraccidn de la longitud
de onda de orden similar a la de la luz.

Para aumentar el poder de resolucién de los microscopios a lo obtenido con los
microscopios opticos ordinarios, se requiere utilizar un instrumento que use radiaciones de
longitud de onda mucho mas cortas -haz de electrones- que las de Ja luz visible, asi como
lentes eléctricas o magnéticas en sustitucién de las lentes dpticas.

De tal forma, surgieron los microscopios de mayor resolucién, que se fundamentan
en su operacion, en la teoria de la dualidad onda-corpisculo de De Broglie, al emplear
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chorros de electrones acelerados mediante diferencias de potencial del orden de 40 a 60 KV,
que dan lugar a particulas -electrones- a los que se puede asignar un movimiento
ondulatorio con una longitud de onda asociada con valores del orden de picometros y con
propiedades caracteristicas, tales como difraccion e interferencia. (valls, 1998: Dyer, 1973)

El haz de electrones de alta energia dirigido sobre una muestra, puede dar lugar a
tres distintos tipos de interaccion:

]. El electron incidente no choca con ningiin atomo de la muestra y se
transmite sin dispersion.

2. El electrén colisiona e interacciona con el nucleo atdomico y debido a la
diferencia considerable de sus masas, el electrén es dispersado sin que se
produzca intercambio de energia. De este modo, la dispersién es de tipo
elastico y el angulo de dispersion puede ser pequefio, en cuyo caso el
electrén se transmite, o bien muy grande, origindndose reflexidn.

3. El electron incidente choca con un electrén de la muestra v al poseer la
misma masy, tienden a intercambiar su energia y la dispersion que se origina
es de tipo inelastico. De tal forma, ¢l electrén incidente pierde velocidad y
aumenta su Jongitud de onda, ademas, el dngulo de dispersion es menor que
en el caso de la interaccion electrén-nucleo atémico y por ello todos los
electrones son transmitidos.

Cuando ocurre la dispersién inelastica, tienen lugar otros fenémenos como la
emisién de rayos X y de electrones secundarios procedentes de la preparacion, asi como
algo de radiacidn visible.

Debido a que los electrones dispersados ineldsticamente pierden velocidad, para que
la probabilidad de dispersién sea mayor, el grosor de la preparacion de la muestra tendra
que ser relativamente grande, ademas, como la dispersion es directamente proporcional al
numero atomico -porque el numero de electrones es mayor-, ambos pardmetros de la
preparacion de la muestra, grosor y numero atdémico, influirdn en la calidad de los
resultados observados.

No obstante lo anterior, se tiene que establecer un compromiso entre el grosor de la
preparacidon y la resolucién o calidad de la imagen a conseguir, puesto que la imagen
electronica de un objeto representa la distribucién de su densidad y aquellos lugares en que
¢sta sea mayor, seran donde se perderdn mas electrones por difusién. Asi mismo, estos
haces de electrones transmitidos -que poseen velocidades poco homogéneas-, dardn lugar a
iméagenes borrosas.

Asi pues, el grosor de las muestras sera variable, de modo que para una resolucion

de 10 nm, el espesor debe ser como méaximo de 0,1 pm y de 5 a 10 nm de espesor si se
quiere conseguir resoluciones de 1 nm.
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Por otra parte, un aspecto importante a considerar en relactéon con el grosor de la
muestra, es que algunos electrones incidentes son absorbidos por ésta, ocurriendo una
transferencia de energia que se traduce en el calentamiento de ta muestra, con lo cual para
el caso de material orgdnico y bioldgico, que son malos conductores del calor, puede
producirse su sobrecalentamiento, dando lugar a vibraciones ¢ incluso la alteracion o
ruptura de la muestra.

En la actualidad, los microscopios electronicos de mayor utilizacion se clasifican en
tres categorias:

Microscopios electronicos de formacidn de imdgenes estigmadticas (imdgenes de
Gauss), que actltan como los microscopios Opticos convencionales. La imagen esta
formada por lentes electronicas y se rigen por las leyes clasicas de la dptica
aplicadas a la onda asociada a los electrones. Por lo general funcionan por
transmision.

Microscopios electronicos de barrido, donde la imagen se forma de modo
secuencial por el tratamiento de las informaciones suministradas al interaccionar un
haz de electrones que barre el objeto. Estos instrumentos forman la imagen por
reflexidon o por transmisidn, pero sobre todo por emisidn secundaria, de modo que la
imagen puede ser formada no solo por los electrones emitidos v los secundarios,
sino también por rayos X, infrarrojos, iones y hasta ondas sonoras.

Microscopios electrénicos de efecto "tunel”, donde la imagen se forma por la
corriente térmica que se origina entre la muestra y un punto muy fino, una sonda a
escala atdmica, que explora el potencial de la nube electrénica que envuelve la
superficie de los sdlidos y que suministra una imagen topografica de la superficie.

¢) Descripcién

Este instrumento emplea una técnica de formacién de imagen muy semejante a la
uttlizada en television con formacion de imagenes secuenciales, que en este caso depende
del fino haz de electrones, del dispositivo de barrido y de la ubicacion de los detectores.

La muestra que es barrida por una sonda electronica, es la fuente de la emision de
los electrones secundarios, emisiones de rayos X y de fotones Jluminosos, formacion de
campos eléctricos 0 magnéticos, que a su vez son transformados en sefiales eléctricas e
imagen, mediante los correspondientes sistemas de detectores. Con un microscopio
electronico, ¢l "barrido” de fa muestra con el haz electrénico se efectia tanto en la direccion
del eje "X" a lo largo de la muestra, como en la direccién del eje "Y", efectudndose ésta
operacion con movimientos rapidos del haz, de modo que la superficie de la muestra puede
ser irradiada completamente.

Para la observacién de las muestras, es necesario disponer de una técnica
preparativa que dependerad del tipo de muestra y entre las distintas técnicas que se han
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desarrollado, se puede mencionar que para el caso de muestras orgnicas como el material
pulvurulento o granular, cristalino o amorfo de las materias primas o preparados
farmacéuticos, se suele dispersar la muestra sobre una pelicula adhesiva colocada en un
soporie metélico y a su vez, al material asi adherido, se le aplica por condensacion de vapor
en una ¢amara con vacio, una pelicula de oro como medio conductor y de contraste.

El tipo de detector de electrones mas comun utilizado en los microscopios
electronicos de barrido, es el detector de centelleo -que consiste en un vidrio dopado o una
placa de plastico que emite una cascada de fotones vistbles cuando es alcanzado por un
electrén-, o bien por detectores a base de semiconductores -tdminas semiconductoras -.

3. Espectrofotometria Infrarroja

a) Generalidades

El espectro de las radiaciones infrarrojas comprende un conjunto de longitudes de
onda subdividido con fines practicos en distintas zonas -cercana, media y lejana-, cuyos
limites son aproximada y respectivamente, 0.8 — 2.5 um (12500 a 4000 cm™"); 2.5 ~15 um
(4000 a 667 cm ') y 15— 200um (667 a 50 em™). Cada una de estas regiones tiene sus
propias caracteristicas de interaccion con la materia, y el infrarrojo medio, designado
habitualmente como infrarrojo, es el que mayor campo de aplicacion ha temido en analisis
instrumental hasta hace algunos aflos.

En la mayoria de los casos, las aplicaciones que tiene la espectroscopia infrarroja
(IR) en Farmacia, es de indole cualitativa, como es ¢l caso de la comprobacién de la
identidad del espectro IR de las muestras con el espectro de sus respectivos patrones,
aunque esto no quiere decir que no pueda emplearse para andlisis cuantitativos, de hecho, la
aparicion durante la iltima década de espectrometros con transformada de Fourier, a costos
relativamente bajos, ha aumentado notablemente el nimero y aplicaciones de la radiacion
del infrarrojo medio, como lo es su utlizacién en los estudios microscédpicos de
superficies, analisis de solidos mediante reflactancia total atenuada y otros.

Cabe sefialar que la radiacion en el infrarrojo no es lo suficientemente energética
para producir la clase de transiciones electronicas que se dan cuando la radiacion es
ultravioleta, visible y de rayos X, de modo que la absorcion de radiacién en el infrarrojo se
limita en gran parte, a especies moleculares, para las cuales la absorcion de cuantos de
radiacion ocasiona transtciones en estados energéticos vibracionales y rotacionales.

Para absorber radiacién en el infrarrojo, una molécula debe sufrir un cambio neto en
el momento dipolar como consecuencia de su movimiento de vibracién o de rotacién. El
momento dipolar estd determinado por la magnitud de la diferencia de carga y por la
distancia entre (0s dos centros de carga de una molécula. Solo en estas circunstancias, el
campo eléctrico alterno de [a radiacion puede interaccionar con [a molécula, y provocar
cambios en la amplitud de alguno de sus movimientos.

Cuando la frecuencia de Ja radiacién coincide exactamente con la frecuencia de
vibracion natural de la molécula, tiene lugar ta transferencia neta de energia que origina un
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cambio en la amplitud de la vibracién molecular, cuya consecuencia es ia absorcion de la
radiacion.

De manera analoga, la rotacién de las moléculas asimétricas alrededor de sus
centros de masa, puede producir una variacién periédica en el dipolo que puede
interaccionar con la radiacion.

Lo antertor explica que especies homonucleares como el Oy, N; o Cl;, presenten
momentos dipolares que no sufren un cambio neto durante la vibracién 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 espectroscopicas como método de asignacion de
estructuras en nuevos compuestos de sintests organica, de modo que es posible relacionar
las frecuencias de ciertas bandas de absorcién en IR con la presencia de determinados
enlaces o grupos funcionales de 1a molécula.

Mediante el estudio de innumerables compuestos organicos y siguiendo distintos
métodos de comprobacién, con el tiempo ha sido posible asignar a los principales
compuestos 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
uttlizado para preparar la muestra.

De tal forma, que se han establecido los stguientes postulados fundamentalmente
sobre la utilidad de la espectroscopia infrarroja:

»> Las sustancias organicas presentan frecuencias de grupo, caracteristicas en la
region IR.

» El espectro de absorcion de una sustancia dada, es especifico para dicha
sustancia, es decir, es posible que dos o 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.

A\ d

El espectro de absorcion de mezclas de sustancias, generalmente es aditivo, es
decir, correspondiente a la suma de los espectros individuales de los
componentes.

» La intensidad de una banda de absorcion estd relacionada con la concentracién
de la sustancia que absorbe la radiacion incidente.

La interpretacion de los espectros IR requiere no sélo de buenos conocimientos
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tedricos, 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
quimicos 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 sélo dos tomos de
la molécm:la tal como C, O, N... de peso atémico menor de 19-, v que ocurren entre 4000-
2500 cm’.

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

La frecuencia de cada banda del espectro de vibracion y vibracion-ratacion
molecular depende de la constante de fuerza de cada enlace interatomico y de abi que fos
espectros de absorcién en la regidn infrarroja dependan del conjunto de enlaces que
constituyen la estructura molecular y sean distintos y caracteristicos de cada molécula.

La region de frecuencias de radiacion IR entre 1600 y 650 cm”, corresponden a las
vibraciones de tension de los enlaces simples y a las vibraciones de la estructura molecular
de moléculas complejas, tales vibraciones se denominan de “esqueleto”, ya que se
extienden sobre el esqueleto molecular total, en lugar de estar localizadas sobre un solo
grupo pequefio. Sin embargo, lo mds 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 existan dos moléculas diferentes que tengan ¢l mismo espectro en esta
regidn, de ahi que se Je denomine zona de la huella dactilar de la molécula.

La preparacion de las muestras para el analisis por espectroscopia IR es distinta
segun se trate de una sustancia en estado solido o liquido y del propésito del ensayo. Las
muestras liquidas se colocan por lo general directamente en celdas especiales que consisten
regularmente en dos ventanas de material transparente a la radiacion infrarroja -Csl,
NaCl, entre otras-, montadas en un separador metdlico que permite variar la distancia entre
ellas. Una de las caras del separador esta dotada de dos tubos de llenado y vaciado de la
muestra.

Las muestras solidas se pueden estudiar en solucion, en suspension —mulls- o en
pastilla. Cuando la muestra se utiliza disuelta debe tenerse presente que todos los
disolventes conocidos presentan bandas de absorcidn en la regién IR que pueden inferir con
las propias de la muestra, por lo que resulta adecuado realizar una seleccién.

Las muestras en solucidn se preparan por lo general a una concentracion
aproximada al 1% y se utilizan cubetas similares a las de las muestras liquidas con un
espesor de 0.1 mm. También suele emplearse con cierta amplitud, cloroformo, el cual es
evaporado para dejar una fina pelicula sobre la cubeta o bien si se deja en solucion, la
concentracidn de la muestra debe ser como minimo del 10% para contrarrestar el efecto de
las numerosas bandas de absorcidon de este disolvente.
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Cuando la muestra se prepara en forma de suspensién en un mortero de égata, se
dispone una mezcla intima del sélido en polvo previamente secado, 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 material adecuado.

La técnica mas utilizada en Farmacia para muestras solidas es la formacién de
comprimidos, que consiste e€n pesar una pequefia cantidad de muestra (alrededor de 1 mg),
{a 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 1a mezcla debe
ser de aproximadamente 3-5%.

La mezcla se comprime con la ayuda de una matriz y punzén 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/em®). El comprimido resultante se coloca en
un soporte para situarla posteriormente en el compartimiento de muestra del instrumento.
Es recomendable termostatizar,

b) Infrarrojo cercano

En la regién del infrarrojo cercano (NIR, de near-infrared)(e IRC) que se toca con la
region visible aproximadamente a los 12500 cm-1 (0.8 micréometros) y se extiende
aproximadamente a los 4000 cm- (2.5 micrémetros), hay muchas bandas de absorcidn que
provienen de sobretonos armonicos de la banda fundamental o de bandas en combinacién
asociadas con los atomos de hidrogeno. Entre éstas se encuentran los primeros sobretonos
de las vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H y N-H, cerca de los 7140 cm-1 (1.4
micrometros) y de los 6667 cm-1 (1.5 micrémetros), respectivamente; también se
encuentran bandas de combinacién que resultan de las vibraciones de estiramiento y de
deformacion del enlace C-H de los grupos alquilo, a los 4548 cm-1 (2.2 micrémetros) v a
los 3850 cm-1 (2.6 micrémetros).

La absortividad de las bandas del NIR (o IRC) es de 10 a 100 veces menores que la
de las bandas del infrarrojo intermedio, pero el espesor de las capas de muestra (0.5 a 10
mm) compensa este inconveniente ya que las absortividades son tan pequefias, que el haz
de NIR penetra mas profundo dentro la muestra en as técnicas de refrectancia; adema4s, las
impurezas menores dan menos problemas que en el inframrojo intermedio, tanto en los
métodos de transmisién como de refrectancia.

La region de NIR es accesible con técnica de cuarzo y esto se acopla con mayor
sensibilidad a los detectores de infrarrojo cercano y fuentes de radiacion mas intensas. Esta
region se¢ usa para trabajo cuantitativo, ademas de la region cualitativa. Se usan bandas de
absorcidn a los 2.76, 1.9 y 1.4 micrometros, dependiendo de la concentracidn de fa
sustancia por analizar, cuando interferencias debidas a otras bandas de absorcién son
grandes, o cuando se estan estudiando concentraciones de agua muy bajas, el agua puede
extraerse con glicerol o con etilenghicol antes de la medicién.

Los espectros de reflectancia en el infrarrojo cercano encuentran amplia aceptacion
en la industria de granos, alimentos y farmacéutica. La composicion del material que va ha
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ser analizado debe estar restringida a un ndmero finito de muestras conocidas. La
computadora del equipo mide y registra los espectros de estas muestras conocidas a un gran
nimero de longitudes de onda, posteriormente las computadoras desarralla un conjunto de
ecuaciones que se usan para analizar la muestra problema.

El método es facil y rapido para andlisis de rutina y para muchas sustancias, la
preparacion de la muestra es extremadamente sencilla; la muestra es simplemente vertida
en una celda que se coloca en el portaceldas del instrumento. El método de refrectancia del
infrarrojo cercano en realidad depende del patrén de reconocimiento de la computadora.

4. Difraccidn de Rayos X

Los rayos X fueron descubiertos por Roentgén en 1895, y son radiaciones
electromagnéticas de la misma naturaleza que la luz visible, pero su longitud de onda es
mas pequefia y se sitda entre 0,002 a 10 nm. La difraccion de polvos utiliza longitudes de
onda que abarcan las distancias interatdmicas dentro de una molécuta (alrededor de 0,02 a
2,5 om).

Las técnicas de difraccion de rayos X se desarrollaron mas a partir de (912, cuando
Max Von Laué y sus colaboradores obtuvieron el primer diagrama de difraccién de rayos X
para un cristal. Este resultado confirm¢é la estructura ordenada y periddica de miles de
cristales. Estas técnicas no destructivas han evolucionado hasta nuestros dias, siendo de
gran utilidad para los analistas y los cristalégrafos, para la caracterizacion de materiales no
s6lo en campos tales como la mineralogia, la metalurgia, la biologia, la quimica estructural,
la microelectrénica, la investigacién policiaca, y ¢l medio ambiente, sino también para el
control de numerosos procesos industriales.

El analisis de polvos representa la aplicacion més extendida: el difractograma
obtenido después de la irradiacion de una muestra con un haz de rayos X, constituye la
carta de 1dentidad de esa estructura cristalografica. La medida precisa de la posicién y la
intensidad de todos y cada uno de los picos de difraccion, permiten determinar la naturaleza
y eventualmente la concentracién de las diferentes fases cristalinas que constituyen la
muestra, La difractometria de rayos X permite asimismo, obtener informacion de los
origenes del cristal, tales como la textura, las fuerzas residuales, la posicidn de los atomos
dentro de la malla cristalina, la caracterizacién de la formacion de las capas cristalinas,
etcétera.

Para los laboratorios farmacéuticos ¢l control de calidad de materias primas y
formas farmacéuticas exige la aplicacién de técnicas analiticas instrumentales,
complementarias a las establecidas hasta la actualidad en las farmacopeas, ya que se ha
visto la necesidad de apoyar sus especificaciones con otros analisis que permitan
diferenciar no s6lo la pureza de un material, sino también su grado de cristalinidad, que es
bien sabido afecta el desarrollo de las formulaciones, a los procesos de fabricacién y a la
estabilidad de los productos.
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La difractometria de rayos X es una técnica de eleccion (Broquare, 1995) para:

* La caracterizacion y el conocimiento del principio activo.

* El seguimiento de su integridad durante su inclusion en la forma
farmacéutica y durante los estudios de estabilidad y de envejectmiento.

* La identificacion rapida de los principios activos o de los excipientes.

Entre las ventajas que benefician a un laboratorio de andlisis de control
farmacéutico que dispone de esta técnica, se puede mencionar la realizacion de los
sigulentes ensayos:

1) Identificacién de polimorfos provenientes de distintos sistemas de
recristalizacion o identificacién de mezclas de polimorfos en un lote de
produccidn.

2) Estudios de cambios polimérficos y estabilizacion de polimorfos en
presencia de distintos materiales.

3) Estudios de estabilidad de principios activos y excipientes en fase de
preformulacion, mediante control de humedad, presencia de oxigeno y
cambios de temperatura en la cdmara de la muestra.

4} Identificacion de compuestos que presentan tsomeria Optica (enantidmeros y
mezclas racémicas).

5) Identificacion y eventualmente cuantificacion, de componentes de una
mezcla,

6) Identificacton de cambios cristalinos que pueden presentarse con ¢l principio
activo o excipientes, durante la formaciéon del preducto solido en
operaciones tales como la granulacién, la liofilizacidn, la compresion, entre
otros.

a) Ley de Bragg

De la misma forma en que ocurre con otros tipos de radiacion electromagnética, la
interaccion entre ¢l campo eléctrico de la radiacién X y los electrones de la materta que
atraviesa, da lugar a una dispersion.

Cuando los rayos X son dispersados por el entorno ordenado de un material
cristalino, tienen lugar interferencias, tanto constructivas como destructivas, entre los rayos
dispersados, lo cual se debe a que las distancias entre los centros de dispersién son del
mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion, y el resultado es la
difraccidn.
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En 1912, Sir William Lawrence Bragg explicd la difraccion de los rayos X en
cristales como se muestra en la figura 8, donde se puede observar que, cuando un haz de
radiacion choca contra la superficie de un cristal formando un angulo &, una porcion det
haz es dispersada por la capa de atomos de la superficie, y la fraccién no dispersada penetra
en la segunda capa de atomos, donde, de nueva cuenta, una fraccion es dispersada y la que
queda pasa a la tercera capa. Asi, ocurre un efecto acumulativo de esta dispersion,
producida por los centros espaciados de manera regular del cristal, lo cual es la difraccion
del haz. (valls, 1998)

Fig. 8. Difraccién de rayos X producida por un cristal.

LLos requisitos para la difraccién de los rayos X en un material son:

1) Que el espaciado entre las capas de atomos sea aproximadamente del mismo
orden que la longitud de onda de la radiacién y,

2) Que los centros de dispersion estén distribuidos en el espacio de una manera
regular.

Como se observa en la figura 8, la dispersion del haz tiene lugar como consecuencia
de la interaccion de la radiacion con los dtomos localizados en O, P y R, de modo que si la
distancia:

AP + PC = nA

Donde » es un numero entero, la radiacion dispersada estard en fase en OCD y el
cristal parecera reflejar la radiacion X, pero:

A = AP =PC=d sen 8

Donde 4 es la distancia tnterplanar del cristal. Asi, se puede escribir que las
condiciones para que tenga lugar una interferencia constructiva del haz que forma un
angulo & con la superficie del cristal, son:

nA= 2d sen B
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Y esta ecuacion es fa denominada ecuacion de Bragg.

Sélo si el angulo de incidencia de los rayos X satisface la condicion:
sen @ = n\/2d

Estos serdn reflejados, de otro modo, tendr4 lugar interferencias destructivas.

Los componentes de los instrumentos que se usan para la difraccién de rayos X,
funcionan de manera anloga a los cinco componentes de los instrumentos empleados en
espectroscopia Optica, aunque difieren considerablemente en cuanto a los detalles: incluyen
una fuente de radiacion, un dispositivo encargado de seleccionar la longitud de onda de la
radiacion incidente, un soporte o compartimento para la muestra, un detector de radiacion
(transductor), un procesador de la sefial y un dispositivo de lectura y medida.

b) El método del polvo cristalino

Este es un método analitico capaz de sumunistrar informacién cualitativa y
cuantitativa sobre los compuestos presentes en una muestra sélida, y se basa en el hecho de
que cada sustancia cristalina presenta un diagrama de difraccion tnico.

Para los estudios analiticos por difractometria de rayos X, la muestra se fragmenta
hasta obtener un polvo fino homogéneo, de forma tal que los numerosos pequefios cristales
estén orientados en todas las direcciones postbles y, por tanto, cuando un haz de rayos X
atraviesa el material, se puede esperar que un nimero significativo de particulas estardn
orientadas de tal manera que cumplan la condicién de Bragg de la reflexidn para todos los
espaciados interplanares posibles.

c) Interpretacion de Jos diagramas de difraccién

La identificacion de especies mediante los diagramas de difraccion de polvo
cristalino, se basa en la posicidon de las lineas -en términos de 8 0 28 y en sus
intensidades relativas. El angulo de difraccion 28 se determina por el espaciado entre un
grupo particular de planos, con la ayuda de la ecuacién de Bragg, y la distancia d se calcula
a partir de una longitud de onda de la fuente conocida y del angulo medido. Las
intensidades de la linea dependen del numero y del tipo de centros atémicos de reflexion
que existen en cada grupe de planos.

La identificacion de los cristales es empirica, y el Centro Internacional para Datos
de Difraccién (International Centre for Diffraction Data, Swarthmore, PA), dispone de un
fichero de polvo cristalino que comprende mas de 50.000 compuestos.

Los ficheros de datos de difraccion se han dividido en subficheros que contienen
listados para compuestos inorgénicos, orgénicos, minerales, metales, aleaciones, muestras
forenses y otros. Los datos que contienen son los espaciados d y las intensidades de linea
relativas. Las entradas estdn ordenadas por orden del espaciado & de la linea mas intensa, y
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de este fichero se separan las entradas en las que el espaciado 4 difiere en pocos cientos de
Angstrom del espaciado ¢ de la linea mds intensa del analito. (Valls, 1998)

La eliminacion posterior de los posibles compuestos se lleva a cabo considerando el
espaciado de la segunda linea mas intensa, después la tercera y asi sucesivamente.
Normalmente, tres © cuatro espaciados sirven para identificar el compuesto sin
ambigiedad, sin embargo, en la actualidad se dispone de programas de busqueda por
ordenador que facilitan la misma. También es posible hacer un anélisis cuantitativo de
mezclas cristalinas midiendo las intensidades de las lineas de difraccién y comparandolas
cOn patrones.

En la actualidad, la difractometria de rayos X con polvo cristalino, a temperatura
programada, estd teniendo una especial atencidn en el estudio de materias primas
farmacéuticas, ya que entre otras posibilidades, permite detectar fransiciones polimérficas
que a veces no son detectadas empleando otras técnicas tales como la calorimetria
diferencial de bartido. (Broquaire, 1995; Girén, 1986)

5. Calometria Diferencial de Barrido

L.os analisis térmicos comprenden un grupo de técnicas en las que se mide una
propiedad fisica de una sustancia y/o sus productos de reaccion en funcién de la
temperatura, mientras la sustancia se somete a un programa de temperatura controlado(valls,
1998). Su aplicacidén tanto en la investigacion como en el control de calidad de distintos
materiales, abarca diferentes industrias como la farmacéutica, la de polimeros y la
metallrgica, entre otras.

a) Termogravimetria

Entre los métodos de mayor difusién se encuentran la termogravimetria (TG), el
analisis térmico diferencial (DTA) y la calorimetria diferencial de barrido (DSC). La
rermogravimetria se basa en el registro continuo de la masa de la muestra, colocada en una
camara con atmdsfera controlada, en funcion de la temperatura o del tiempo, al ir
aumentando la temperatura de la muestra. La representacion de la masa o del porcentaje de
masa en funcion del tiempo se denomina termograma o curva de descomposicidn térmica.

Los instrumentos para andlisis por TG constan en general de una balanza analitica
sensible, un horno, un sistema de purga de gas para proporcionar una atmosfera inerte o
reactiva -segin sea el caso-, y un microprocesador para el control del instrumento y la
adquisicién y visualizacion de los datos. En algunos aparatos, ademés existe la posibilidad
de acoplar un sistema para cambiar ¢l gas de purga durante el estudio.

La termogravimetria estd limitada en su mayor parte a ensayos que implican
reacciones de descomposicién y de oxidacidn, asi como a procesos tales como la
vaporizacion, la sublimacion y la desorcion.

Maestrla en Clencias Farmacéuticas 33



Una de las aplicaciones méas importantes de esta técnica se da en el analisis de
polimeros, donde los patrones de descomposicién son caracteristicos de cada tipo de
polimero, asimismo, permite identificar polimeros que han sido sometidos a distintos
tratamientos con otras sustancias, con el fin de modificar sus propiedades.

Otra de las aplicaciones mas difundidas de la TG en Farmacia, es la identificacién
de solvatos e hidratos, ya que muchos de los excipientes inorganicos y organicos se pueden
obtener como sustancias anhidras o con distintos grados de hidratacion o solvatacion.

b) Analisis térmico diferencial

El andlisis térmico diferencial (DTA) es una técnica en la que se mide la diferencia
de temperatura entre una sustancia y un material de referencia en funcion de la temperatura,
cuando la sustancia y el patron de referencia se someten a un programa de temperatura
controlado.

Por lo general, en el DTA el programa de temperatura implica el calentamiento de
la muestra y del material de referencia, de manera que la temperatura de la muestra
aumenta linealmente con ¢l tiempo. La diferencia de temperatura 47 entre la temperatura
de la muestra 7m vy la temperatura de la sustancia de referencia 7r, se controla, para
obtener un grafico donde se representa AT frente a la temperatura de ia muestra,
denominado termograma diferencial.

El DTA también es una herramienta de gran utilidad en el estudio y caracterizacion
de polimeros, asi como en estudios sobre el comportamiento térmico de compuestos
inorgdnicos como silicatos, ferritas, arcillas, éxidos, cerdmicas, catalizadores, vidrios, entre
otros, obteniéndose informacion sobre procesos tales como la desolvatacién, fusion,
deshidratacton, oxidacion, reduccién y adsorcidn (Valls, 1998). También esta técnica
proporciona una manera sencilla y exacta para determinar los puntos de fusion, ebullicién y
descomposicion de compuestos organicos, que los obtenidos por las técnicas tradicionales
de la placa caliente o por tubo caplar.

¢} Calorimetria diferencial de barmmdo

Por otra panie, la calorimetria diferencial de barrido (DSC), es una técnica en la que
se mide las diferencias en la cantidad de calor aportado a una sustancia y a una referencia,
en funcién de la temperatura de la muestra cuando las dos estan sometidas a un programa
de temperatura controlado. La diferencia bésica entre la DSC y el DTA consiste en que el
primero es un método calorimétrico en el que se miden diferencias de energia, y por el
contrario, en el DTA se registra las diferencias de temperatura. (valls, 1998)

En analists por DSC se utilizan dos tipos de métodos: el DSC de potencia
compensada 'y el DSC de fluyjo de calor. En el primero, la muestra y el material de
referencia se calientan por calentadores separados, aunque sus temperaturas se mantienen
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iguales mientras la temperatura en ambas se aumenta o disminuye linealmente. En el
segundo, se mide la diferencia en cantidad de calor que fluye hacia la muestra y hacia la
referencia cuando la temperatura de [a muestra se aumenta o disminuye lineaimente. No
obstante que ambos métodos proporcionan la misma informacién, la instrumentacion de los
dos es diferente.

El instrumento de DSC de potenciua compensada tiene dos hornos independientes,
uno para el calentamiento de la muestra y otro para el calentamiento de la referencia. Por lo
general, los equipos comerctales disponen de hornos pequefios, de alrededor de un gramo
de peso cada uno, permitiendo velocidades de calentamiento, enfriamiento y de equilibrio,
muy elevadas. Sobre los hornos se encuentran los respectivos soportes de la muestra y de la
referencia, los cuales tienen insertados termdmetros de resistencia de platino para controlar
de manera continua la temperatura de ambos materiales.

Para obtener las curvas térmicas diferenciales en el DSC de potencia compensada,
el instrumento dispone de dos circuitos de control, uno para ¢l manejo de la temperatura
promedio y el otro para €l control de la temperatura diferencial, de modo que en el circuito
de manejo o control de la temperatura promedio, el programador del equipo proporciona
una sefial eléctrica que es proporcional a la temperatura promedio deseada en los
soportes de la muestra y de la referencia, en funcién del tiempo.

En un ordenador se¢ compara la sefial eléctrica que corresponde a la temperatura
promedio deseada en los dos soportes -de ]a muestra y de la referencia-, con el promedio de
las sefiales enviadas por los detectores de la muestra y de la referencia. Asi, cualquier
diferencia entre la sefial del programador y la sefial promedio de los sensores de platino,
se utiliza para ajustar automaticamente la temperatura promedio de la muestra y de la
referencia, sirviendo la temperatura promedio del programador como abscisa de la curva
térmica diferencial obtenida. En el circuito de temperatura diferencial, las sefiales de los
sensores de resistencia de platino de la muestra y de la referencia alimentan un amplificador
diferencial, por medio de un circuito de comparacion que determina cual es mayor. La
saltda del amplificador ajusta de esa manera la potencia de entrada de los dos hornos, de
forma que sus temperaturas se mantengan idénticas y asi, durante el ensayo la muestra y la
referencia son isotermas. Una sefial que es proporcional a la diferencia en la potencia de
entrada a los dos hornos, se transmite al sistema de adquisicién de datos y esta diferencia,
expresada en miliwatios (mW), es la informacién que se representa con mas frecuencia en
el eje de las ordenadas en un grafico de DSC obtenido mediante este sistema de potencia
compensada. En un instrumento de DSC de flujo de calor, la energia calorifica fluye tanto
hacia la muestra como hacia el material de referencia mediante un disco termoeléctrico de
constantan o de Chromel® (aleaciones de 60% cobre y 40% niquel para el primer caso, y
algunas veces hierro, tratdndose del segundo), calentado eléctricamente. Se utilizan
pequefios platillos o crisoles de aluminio tanto para la muesira como la referencia, los
cuales se colocan sobre plataformas formadas en el disco de constantan. El calor se
transfiere mediante ¢l disco hacia la muestra y la referencia a través de los crisoles de
aluminio y la diferencia entre ¢l flujo de calor hacta Ja muestra y 1a referencia se controla
mediante unos termopares de superficie hechos de Chromel/constantan, formados por la
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unidn entre la plataforma de constantan y los discos de Chromel® sujetados a la parte
infertor de la plataforma.

La diferencia entre la cantidad de calor que fluye hacia los dos crisoles es
directamente proporcional a la diferencia en la salida en las dos uniones del termopar, y la
temperatura de 1a muestra se estima por la union Chromel/alumel colocada debajo del disco
de la muestra. La representacion grafica del aporte de calor como potencia diferenctal en
mW, en funcion de la temperatura promedio (en grados Celsius) del sistema, proporciona
curvas de DSC similares a las que se obtienen mediante el sistema de potencia compensada.

Por lo general, los experimentos calorimétricos diferenciales de barrido se efectian
en {a modalidad de barrido de temperatura, pero también se pueden realizar ensayos
isotérmicos, en los que se observa los cambios en la potencia diferencial en funcién del
tiempo, a una temperatura constante, como puede ser el caso de la observacion det tiempo
necesario para que a una temperatura constante, se desarrolle la cristalizacién de un
material polimérico y donde el drea bajo el pico obtenido, representa el grado de
cristalizacion que haya tenido lugar.

La calorimetria diferencial de barrido ha venido cobrando especial interés en la
investigacién y control de calidad de materiales y productos farmacéuticos, ya que permite
entre otros, la determinacién de la pureza absoluta de materias primas, la identificacion de
gstados amorfos o la existencia de polimorfismo y la determinacién de sus pardmetros
termodindmicos tales como el calor de fusién.

Mediante el ensayo por DSC de un matenial, ademas de ia determinacion de su
temperatura de fusion, ebullicién y sublimacién, es posible identificar también fendmenos
de oxidacién, descomposicién e isomerizacion y cambios que pueden ocurrir en los
materiales después de perfodos de almacenamiento o después de ser sometidos a procesos
como la aglomeracién, la compresion, el secado por atomizacién y al permanecer en
suspensién. Por lo cual puede ser una herramienta util para el control en proceso en la
elaboracion de medicamentos.

En las fases de preformulacion y desarrolio de medicamentos, los ensayos por DSC
también permiten detectar incompatibilidades farmaco-excipiente o excipiente-excipiente y
con matertales de envase.

6. Espectrofotometria UV-Visible

La espectrofotometria consiste en la medida de la absorcidn, por las diferentes
sustancias, de una radiacioén electromagnética de longitudes de onda situadas en una banda
definida y estrecha, esencialmente monocromatica. La banda espectral empleada en las
mediciones descritas a continuacion se extiende desde las cortas longitudes de onda de la
zona ultravioleta hasta la zona vistble del espectro.
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Para mayor comodidad en las referencias, este intervalo espectral puede
considerarse como si estuviera constituido por dos zonas, la ultravioleta (190 nm — 380 nm)
y la visible (380 nm — 783 nm). La espectrofotometria en la zona visible (antes solia
{lamarse colorimetria) es la medida de la absorcion de la luz visible, que generalmente no
€s monocromatrica pero que se selecctona mediante el empleo de filtros pigmentados o de
interferencia. Los espectros ultravioleta y visible de una sustancia no tienen, en general, un
alto grado de especificidad. Sin embargo, son muy adecuados para las valoraciones
cuantitativas y en el caso de muchas sustancias, constituyen un medio util adicional de
identificacion.

Los términos siguientes, empleados en relacion con las  pruebas
espectrofotométricas en la farmacopea, (FEUM) se definen:

Absorbancia (A): Logaritmo decimal del inverso de 1a transmitancia (7). El téomino
“densidad de transmision interna” puede emplearse como sindénimo de absorbancia. Entre
las expresiones descriptivas usadas anteriormente figuran densidad 6ptica y extincién.

Transmitancia ( T ): Relacién entre el flujo de radiacion transmitido por la
sustancia problema y el flujo de radiacién incidente.

Absortividad (a). Cociente de dividir la absorbancia (4) entre el producto de la
concentracidn dela sustancia (c¢), expresada en gramos por litro, y el espesor atravesado por
la energia luminosa (b) expresado en centimetros (a = A/bc). Dos expresiones
estrechamente relacionadas con la absortividad son: extincion especifica y coeficiente de la
absorcidn especifica.

La expresion “extincién especifica” (& %1 cm) tal como se emplea generalmente en
las farmacopeas, se aplica al cociente de dividir la absorbancia {A4) entre el producto de la
concentracion de la sustancia (b) expresada en gramos por 100 mL y el espesor atravesado
(b) por la energia luminosa expresado en centimetros.

La expresion “coeficiente de absorcién especifica”, se define como el cociente de
dividir la absorbancia (4) entre el producto de la concentracion (¢) y el espesor atravesado
por la energia luminosa (L); cuando se utiliza el simbolo asi para el coeficiente de
absorcion especifica, que en el sistema internacional se expresa en m*/kg.

El término “absortividad” no debe confundirse con las expresiones indice de
absorbancia 0 coeficiente de extincion.

Absortividad molar (£): Cociente de dividir la absorbancia (4) entre el producto de
la concentracién de la sustancia (¢), expresada en moles por litro, y el espesor atravesado
energia luminosa (4) expresado en centimetros. Es también el producto de la absortividad
{a) por el peso molecular de [a sustancia.

La expresion “coeficiente de absorcién molar (lineal)” se define como el cociente de
dividir la densidad de transmisidn interna (absorbacia) de la sustancia entre ¢} producto de
la concentracion de la sustancia y el espesor atravesado por la energia luminosa, y segin ¢l
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S, debe expresarse en metros cuadrados por mol.

Las expresiones anteriormente usadas para expresar la absortividad molar eran
indice de absorbancia molar y coeficiente de extincion molar.

Espectro de absorcion: Relacién entre la absorbancia y ta longitud de onda a
cualesquiera funciones de éstas, representada en fonma grafica.

El uso de la espectrofotometria de absorcion en las zonas visible y ultravioleta como
procedimiento de valoracion se basa en el hecho de que, la absortividad de una sustancia
suele ser una constante independiente de la intensidad de la radiacion incidente, la longitud

interior de la cubeta y la concentracion, por lo cual la concentracién se puede determinar
especfotométricamente.

Las desviaciones de lo dicho en el parrafo anterior pueden ser causadas por
variables de origen fisico, quimico o instrumental. Las desviaciones causadas por un error

instrumental pueden deberse a variaciones en la abertura de la rendija, luz extrafia o
radiacion policromatica.

Ciertos errores pueden deberse también a cambios de concentraciéon en las

moléculas del soluto producidos por asociacion entre ellas mismas o entre ellas y moléculas
del disolvente, asi como disoctacion o fonizacién.

Aparatos. Basicamente todos los tipos de espectrofotometros estan disefiados de
modo que permitan ¢l paso de una radiacion esencialmente monocromatrica a través de la

sustancia problema, convenientemente preparada y hagan posible la medicién de la fraccion
de radiacion transmitida.

El espectrofotometro consta de una fuente de energia, de un sistema dispersivo con
rendijas para seleccionar la banda de longitudes de onda, una celda o recipiente para la -

sustancia problema, un detector de la energia radiante y dispositivos acoplados de
amplificacion, medicidn y registro.

Algunos instrumentos s¢ manejan manualmente, mientras que otros estdn provistos
de sistemas automaticos. Hay instrumentos utilizables en la region visible del espectro, por

lo general entre 380 nm y 700 nm y en las regiones visibles y ultravioleta, generalmente
entre 190 nm y 700 nm.

Se encuentran instrumentos de un solo haz y de doble haz y ambos son igualmente
Gtiles. Segin el tipo de aparato que se emplee, los resultados pueden hacerse visibles en
una escala o en un registrador digital y quedar registrados o impresos.

El aparato debe mantenerse en buenas condiciones de funcionamiento, el sistema
dptico ha de estar alojado de manera que se reduzcan al minimo las posibilidades de errores

cansados por la luz extrafia o pardsita, lo cual reviste particular importancia en la zona de
ondas cortas del espectro.
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Las celdas que suelen emplear en la zona espectral que aqui se trata son celdas de
absorcién de 1 ¢m de vidrio para la regidn visible o de silice para la region UV con las
ventanas, También pueden emplearse otros espesores. Las celdas utilizadas para la solucidn
prablema y para el blanco deben tener la misma transmitancia especiral cuando solo
contienen el disolvente, de lo contrario habra que hacer la correccion apropiada. (FEUM)

7. Opalinidad

Esta prueba se basa en la comparacién visual del aspecto de la muestra en solucién
contra patrones de referencia bajo condiciones establecidas. Se fundamenta en la valoracién
de 1a presencia de particulas insolubles, como un remanente del proceso de liofilizacién, las
cuales se observan al mezclar el producto liofihizado con un disolvente.

Para sustentar esta prueba y tratar de darle criterio cuantitativo, en este trabajo se
propuso Ja determinacion de la absorbancia de cada una de la muestras (a sus Jongitudes de
maxima absorbancia 200 nm y a 280 nm) para su posterior comparacion entre si.

8. Tiempo de Reconstitucién

Esta prueba se basa en la reconstitucion del producto con 5 mL de agua e

inmediatamente se coloca en un sistema de agitacion mecanico y se determina el tiempo en
que se disuelve totalmente el polvo.
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[ CRITERIOS DE CALIDAD DEL PRODUCTO LIOFILIZADO.

1. Especificaciones y Normas

Los anteriores criterios de calidad deberan de ser cumplidos por todos aquellos
laboratorios que fabriquen, distribuyan o vendan Vancomicina polvo, para solucion
inyectable de 500 mg de principio activo:

a) Apariencia de la pastilla (taquete).

El aspecto del taquete debera tener consistencia uniforme y libre de particulas extraiias.
(Norma IMSS clave 4251)

b) Velocidad de reconstitucion.
El tiempo en que se disuelve totalmente el polvo debera ser menor a | minuto. Esta es
una especificacion Interna considerada apropiada para este producto.

¢} Valoracion.

El producto debera de tener una valoracion de 500 mg de Vancomicina Clorhidrato
determinada microbiolégicamente. Con un margen entre el 90 al 115 de potencia.
{(Norma IMSS clave 4251)

d) Contenido de agua. (Humedad)
No mas de 5.0 %, (FEUM 7° Edicién, IMSS clave 4251)

¢) pH.
De 2.5 a 4.5 (FEUM 7 Edicion)

f) Solubilidad vy transparencia de la solucién _reconstituida.
La solubilidad debe ser completa. La solucién reconstitutda debe ser tan clara como un
volumen igual de agua y libre de particulas visibles. (Norma IMSS clave 4251)

g} Identificacion,
Espectro IR cou bandas conforme al estandar (FEUM 7 Edicion, IMSS, clave 4251)

h) Esterilidad.
Cumple con [os requisitos. (Norma IMSS, clave 4251)

1) Pirégenos.
Cumple con tos requisitos. (Norma IMSS, clave 425))

1} Segundad.
Cumple con los requisitos. (Norma IMSS, clave 4251)
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1L DELIMITACION DEL PROBLEMA

En la actualidad, el desarrollo de formas farmacéuticas €s un proceso que requiere la
aplicacion de un amplio conjunto de disciplinas cientificas, junto con un disefio
expenmental que emplee un menor nimero de ensayos, basados en herramientas numéricas
como la estadistica (disefio de mezclas) y analiticas como la espectroscopia infrarroja, la
calonmetria diferencial de barrido y la difractometria de rayos X, entre otras, que permiten
al investigador farmacéutico entender mejor los procesos fisicos y quimicos involucrados
en el disefio de los medicamentos.

En este dmbito, una de las formas farmacéuticas que requiere mayor atencion
durante su desarrollo, por su complejidad, son los productes liofilizados. Estos requieren de
experimentos muy precisos para poder definir los excipientes que acompafiaran a la
formulacién, el volumen de disolvente a hiofilizar, las tasas de enfriamiento, el punto
eutéctico (o rango eutéctico), la temperatura de congelamiento, el vacio aplicado durante ¢l
secado primario, la temperatura en el secado primario, el vacio y la temperatura del secado
secundario. Todos estos factores son importantes y definiran las caracteristicas de calidad
del producto final.

A pesar de lo anterior, el desarrollo de productos liofilizados en el ambito industrial
farmacéutico en México, es incipiente, ya que generalmente se reproducen procesos
desarroliados en el extranjero por la empresa matriz o bien se realiza de manera empirica,
dependiendo en gran medida de la habilidad y experiencia del formulador.

En la actualidad, uno de los productos liofilizados existentes en el mercado que
tienen Vancomicina, en presentacion de 500 mg, presenta problemas en cuanto a dos
caracteristicas de calidad: 1) aspecto del liofilizado (uniformidad del color del taquete o
pastilla) y 2) opalinidad (caracteristica que es funcion de la solubilidad del total de los
componentes de la formulacién), por lo cual es importante efectuar, de ser necesario, una
reformulacién del producto y/o una optimizacién del proceso de liofilizacion con la
finalidad de mejorar estos atributos de aceptacion.

El aporte de este trabajo sera elucidar las vanables de proceso de liofilizacién que
determinan el aspecto del liofilizado, identificando asimismo si dichos cambios son el
resultado de una modificacién fisica y/o quimica de la mezcla sélida, evaluable mediante
la caracterizacion de la morfologia y la estructura interna del sélido formado, asi como de
su efecto sobre la opalinidad del producto reconstituido,

Consecuentemente, en este trabajo se pretende evaluar a partir de un modelo
experimental, cudles son los factores que presentan mayor influencia en las caracteristicas
fisicas y [fisicoquimicas de un producto farmacéutico liofilizado, con el fin de poder
optimizar una formulacién y de ser posible su proceso de produccion, para obtener un
medicamento que cumpla con las especificaciones de calidad establecidas por las
principales farmacopeas y normas para productos liofilizados.
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Iv. HIPOTESIS DE TRABAJO

El cambio de las variables del proceso de liofilizacién, como son: tasa de
enfriamiento, tasa de calentamiento y temperatura de secado secundario, determinaréan e
estado de agregacién molecular y la morfologia de! sdlido obtenido, asi como las
caracteristicas de calidad del producto liofilizado, entre las que se encuentran la velocidad

de disolucion, la opalinidad de la solucién y la potencia microbiolagica.

V. OBJETIVOS

]. Evaluar el efecto de las variables de proceso temperatura y/o tiempo de
congelacién, sublimacidon y desecacion, durante la liofilizacion de la
vancomicina,

2. Evaluar las caracteristicas de calidad del producto: apariencia de la pastilla,
velocidad de reconstitucién, opalinidad del reconstituido y potencia
microbiolégica,

3. Caracterizar mediante técnicas analiticas instrumentales (DSC, IR y Microscopia
Optica), la morfologia y estado cristalino del producto liofilizado.

4 Establecer un ciclo de liofilizacién, bajo el cual se obtengan las mejores
caracteristicas de calidad, para el farmaco vancomicina clorhidrato en
presentacion de pastilla liofilizada de 500 mg,
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V1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A. MATERIALES Y EQUIPO:
1. Reactivos y Materiales

Vanconcina clorhidrato USP ALCHIM 98.5 %
Lactosa USP lote G

Solucién salina

Agua destilada GR grado inyectable

Organismo de Prueba: Bacillus subtillis ATCC 6633
Solucién amortiguadora: Buffer de Fosfato 0.1 M, pH 4.5
Medios de cultivo: Medios Nos. 2 y 8 FEUM

Material de vidrio de uso general en laboratorio

Cilindros de acero inoxidable, 8 +/- 0.1 mm de didmetro externo, 6 +/- 0.1 mm de diametro
interno y 10 mm de largo

Pinzas para penicilindros

Capsulas de aluminio de 40 pL con tapa para DSC.

Frasco de Vidrio claro Tipo tubo de 25 mL boca 20 mm

Tapoén de Bromobutilo Tipo doble ventana de 20 mm

Sello tipo Flip Off color Rojo de 20 mm

2. Equipo

Microscopio Optico Zeiss

Espectrofotdmetro Infrarrojo (IR) marca Nicolet Avatar 360 FF
Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC) Shimatzu

NIR (Infrarrojo Cercano)

Equipo para determinacién de Humedad por Karl Fisher 737 KF

Equipo para determinacién de Velocidad de Reconstitucion sistema de agitacidn en rodillo
marca Mayasa

Espectrofotémetro UV/Visible Unicam UV-Visible Spectrometry Vision 32
Estufa de Incubacion Cole-Palmer

Vernier marca Sumitomo

Engargoladora Manual Cole Paimer boca 20 mm

Liofilizadora PilotLyo (Usifroid)

Parrillas de Agitacién Thermolyne 200

Agitador IKA Works RW 16 con propela

Matraz de Fabricacidn de 1.0 Litro Pirex

Dostficadora con jeringa de 5.0 mL Cole Palmer

Sisterna de filtracion Millipore de 143 min

Membrana estéril Millipore de 0.22 p y 143 mm de didmetro

Mz



B. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
1. Descripcidn de Métodos

a) Identificacion v caracterizacioén de las materias primas;

1.1 Espectroscopia Infrarraja

Preparacion del Estdndar.

Pesar una cantidad de 10 mg de estandar de clorhidrato de vancomicina y lactosa,
colocarlos en un mortero de agata y dispersar en 100 mg de bromuro de potasio, cada
muestra, previamente secado, triturar suavemente y mezclar con ayuda de un pistilo.

Preparacion de la Muestra.
Preparar de manera similar a la preparacion del estdndar (10 mg de muestra en 100

mg de bromuro de potasio).

Procedimiento.

Colocar bromuro de potasio seco y molido en uno de los orificios del porta muestra
y determinar el espectro blanco en el intervalo de 3800 em™' a2 650 em™ (26 umy 15 um).
Limpiar el portamuestra y colocar la preparacidn del estdndar, determinar su espectro.

Comparar los espectros de la muestra y estandar. La prueba de identidad es correcta
si bajo las mismas condiciones, el porciento de comparacion en el espectro es mayor al 80
% y el espectro de absorcion de la muestra presenta maximos solo a las mismas longitudes
de onda que ¢l estandar.

Se utilizard la técnica de dispersién en bromuro de potasio para la evaluacién del
estado de agregacion molecular del estado sélido.

1.2 Comportamiento térmico por DSC

Realizar calentamientos sucesivos de las muestras a una tasa de calentamiento de
5°C por minuto hasta alcanzar los 200°C. Posteriormente, a 2 °C por minuto hasta los
240°C; manteniendo una atmoésfera de nitrégeno con un flujo de 30 mL/minuto,
Posteriormente compararlos contra un estdndar y entre si.

l.as muestras consisten en;

Vancomicina materia prima, lactosa materia prima, mezcla de lactosa-vancomicina,
y muestras liofilizadas.

1.3 Cristalinidad y morfologia

Suspender unas cuantas particulas de la muestra en parafina liquida sobre un
portaobjetos perfectamente limpio. Observar la muestra por medio de un microscopio con
lentes condensadores de luz.
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Interpretacién.

Los cristales de la muestra deben de exhibir birrefringencia, que se extingue a
medida que et tomillo de la platina del microscopio se hace girar. En su caso, describir el
habito del cristal de conformidad al método general de analisis de cristalinidad establecido
por ta USP 25.

1.4. Tiempo de reconstitucion

Reconstituir ¢l contenido de 10 frascos y colocar en el equipo de rodillos giratorios,
encender el equipo a la velocidad indicada como No.5 y permitir el giro del mismo.
Determinar con un cronémetro el tiempo en que ya no se observa ninguna particula sin
disolverse.

1.5, Opalinidad

Preparacion del patron de referencia.

Pesar exactamente 1 gramo de sulfato de hidrazina, transferir a un matraz volumétrico de
100 mL, disolver y llevar a volumen con agua, dejar reposar de 4 a 6 horas. A 25 mL de la
solucion anterior, adicionar 25 mL de una soluctén que contenga 2.5 g de hexamina en 25
mL de agua, mezclar perfectamente y dejar reposar durante 24 horas. Esta suspension es
estable durante 2 meses conservandola en un recipiente de vidrio de superficie lisa.
Transferir 15 mL de la suspension anterior a un matraz volumétrico de 1000 mL y llevar al
aforo con agua. Esta suspension debe ser usada dentro de las 24 horas siguientes de la
preparacion.

Esquema de preparacion

Suspension de Referencia |
* I | I 111 v
' Patron de Referencia (mL) 5.0 10.0 30.0 50.0
\ﬁgua (mL) 95.0 90.0 . 70.0 50.0

Cada suspension se debe mezclar y agitar perfectamente antes de su uso.

Preparacton de la muestra.

Reconstituir 5 frascos del producto liofilizado con agua grado inyectable y agitar
durante 2 minutos. Transferir por separado a 2 tubos Nessler de 15 mm a 20 mm de
diametro, la cantidad suficiente de la solucién de la muestra y de la suspension de
referencia exactamente medidas para obtener una profundidad de 40 mm en ambos tubos, 5
minutos después de la preparacién de la suspension de referencia, comparar el contenido de
los tubos de prueba bajo la luz difusa en plano vertical sobre un fondo negro manteniéndose
separados entre si por una distancia de 3 cm a S ¢m. La difusién de la luz debe ser tal que,
la suspensién de referencia I pueda ser ficilmente distinguida del agua y de la suspensién
de referencia 1I.

Interpretacion.
La solucion es clara, si la opalescencia no es mas intensa que la suspension de
referencia | (estdndar 1). La solucién es ligeramente opalescente, si su opalescencia estd
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entre la suspension de referencia 1 y la suspension de referencia II (estndar 2). La solucion
es opalescente, si su opalescencia estd entre la suspension de referencia Il y la suspension
de referencia IIl. La solucion es muy opalescente, si su opalescencia esta entre la
suspension de referencia III (estandar 3) y la suspensién de referencia IV (estandar 4).

El resultado idéneo para la vancomicina es aquel que en la observacién visual la
muestra es igual al diluyente.

1.6 Valoracién microbioldgica de vancomicina a partir del liofilizado

Método: Cilindro en placa

Cilindros: De acero tnoxidable, 8 +/- 0.1 mm de diametro externo, 6 +/-
0.1 mm de diametro interno y 10 mm de largo

Organismo de Prueba: Bacillus subtillis ATCC 6633

Buffer: Buffer de Fosfato 0.1 M, pH 4.5

Medios de cultivo: Medios Numeros. 2y 8

Temperatura incubacidn: 30 a 35°C

Periodo de incubacidn: 18 a 24 horas

Espectrofotometro: Shimadzu

Organismo de prueba;
Bacillus subtilis ATCC 6633

Resembrar el microorganismo un dia antes de la prueba. Incubar a 30-35°C durante 18 - 24
horas. Colectar ¢l crecimiento con 10 mL de solucién salina estéril. Ajustar a 25 % de
transmitancia.

Preparacion de la solucién reguladora de fosfato de potasio 0.1 M pH 4.5

Disolver 13.61 g de fosfato monobasico de potasio en 1000 mL de agua destilada.
Ajustar el pH con solucién de acido fosférico 18 N 6 con solucion de hidrdxido de potasio
10 N a un valor de 4.5 + 0.05,

Medio de cultivo No. 2 (Capa Base)

Utilizar medio de cultivo deshidratado comercial, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La composicion del medio debe ser la siguiente: peptona 6.0 g, extracto de
levadura 4.0 g, extracto de carne 1.5 g, agar 15.0 g en agua 1000 mL. Esterilizar por via
hiimeda. Ajustar el pH 6.6 +/- 0.1.

Medio de cultivo No, 8 (Capa Siembra)

Utllizar medio de cultivo deshidratado comercial, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La composicion del medio debe ser la siguiente: peptona 6.0 g, extracto de
levadura 4.0 g, extracto de carne 1.5 g, agar 15.0 g en agua 1000 mL. Esterilizar por via
humeda. Ajustar el pH 5.9 +/- 0.1.

Preparacidn de la solucidn stock del estdndar.
Pesar con exactitud una cantidad de clorhidrato de vancomicina sustancia de
referencia equivalente a 25 mg de vancomicina, transferirlos a un matraz volumétrico de 25
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mL, disolver y llevar a volumen con agua, esta solucion contiene | mg/mL de vancomicina
y es estable en refrigeracidn por un periodo de 7 dfas.

Preparacién de la solucién de referencia de trabajo:
Tomar 10 mL de la solucidn stock v transferirlos a un matraz volumétrico de 100

ml. Aforar con la solucion reguladora de fosfato de potasio 0.1 M, pH 4.5. Esta solucion
contiene 100 pg/ml de vancomicina.

Preparar las siguientes diluciones a partir de la solucién de trabajo, aforar con la
soluctén reguladora de fosfato de potasio 0.1 M, pH 4.5 y mezclar.

6.4 mlL a 100 mL para obtener 6.4 pg/mL.  Solucién A.
8.0 mL a 100 mL para obtener 8.0 wg/ml. Solucton B.
10.0 mL a 100 mL para obtener 10.0 ng/mL. Solucién C.

12.5 mL a 100 mL para obtener 12.5 pg/mL.  Solucidn D.
15.6 mL a 100 mL para obtener 15.6 ug/mL  Solucién E.

Preparacion de la solucidén muestra:

Pesar una cantidad de muesira equivalente a 25 mg de vancomicina y transferirla a
un matraz volumétrico de 25 mL, disolver y aforar con agua, mezcle. Transferir 10 mL de
esta solucidon a un matraz voluméirico de 100 mL, dilwir a volumen con la solucidon
reguladora de fosfato de potasio 0.1 M, pH 4.5 y mezclar. Tomar 10 mL de la solucién
anterior y transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, diluir a volumen con Ja solucion
reguladora.

Colectar el crecimiento con 10 mi. de solucién salina estéril y homogeneizar hasta
obtener una suspensién. Leer la transmitancia de la suspensién a 580 nm en un
espectrofotémetro y ajustar la suspension hasta obtener una lectura de 25 % +/- 0.3 %. Usar
solucién salina estéril como blanco.

Volumen de inoculacién:
1 mL de la suspension del microorganismo (ajustada a 25 % de transmitancia) por
cada 100 mL de medio (capa siembra).

Temperatura de incubac¢ion:
30 - 35°C.

Procedimento:

Adicionar 10 mL de la capa base a cada caja Petri y esperar a que solidifique.
Adicionar 4 mL de la capa siembra (medio inoculado) a cada una de las cajas y espere a
que solidifique. Colocar 6 cilindros en cada caja sobre el medio inoculado y adicionar la
soluci6bn muestra y las diluciones de referencia alternadamente con la dilucidn central.
Repetir 3 veces para las diluciones de la curva estandar y la solucién muestra. Incubar las
cajas a 30-35°C durante 18 a 24 horas,

Maestria en Ciencias Farmacéuticas 47



Después de transcurrido este tiempo, determinar la zona de inhibicién de crecimiento.
Con los valores medidos obtener la curva estandar y calcule los pg de Vancomicina por mg
de muestra con la formula:

Valores interpolados (ug /mL} x Factor de difucion

Solucién de referencia concentrada:

Pesar con exactitud una cantidad de clorhidrato de vancomicina sustancia de
referencia, equivalente a 25 mg de vancomicina, transferir a un matraz volumétrico de 25
mL, disolver y llevar a volumen con agua. Almacenar en refrigeracion y usar dentro de un
periodo de 7 dias. Tomar 10 mL de la solucion anterior y transferirlos a un matraz
volumétrico de 100 mL. Aforar con la solucién reguladora de fosfato de potasio 0.1 M, pH
4.5. Esta sotucion contiene 100 ng de vancomicina/mL. Preparar las siguientes diluciones
de la solucidn anterior con la solucion reguladora de fosfato de potasio 0.1 M, pH 4.5.

6.4 mL a 100 mL para obtener 6.4 ng/mlL. Solucién A
8.0 mL a 100 mL para obtener 8.0 ug/mL. Solucién B
10 mL a 100 mL para obtener 10 pg/mi. Solucién C
12.5 mL a 100 mL para obtener 12.5 pg/ml.. Solucion D
15.6 mL a 100 mL para obtener 15.6 ug/mL. Solucién E

Solucion muestra:

Reconstituir 5 frascos del liofilizado de vancomicina 300 mg con 10 mL de agua
inyectable cada uno. Hacer una mezcla compuesta y transferir 1 mL de ésta a un matraz
volumétrico de 50 mL y llevar a volumen con agua inyectable. Concentracién: | mg/mL de
vancomicina.

Transferir 1 mL de la solucidn anterior a un matraz volumétrico de 100 mL, diluir a
volumen con la solucién reguladora de Fosfato de Potasio 0.1 M, pH 4.5 y mezclar. Esta
solucion contiene 10 ug/mL de vancomicina.

Procedimiento:

Adicionar 8 mL de la capa base a cada caja Petri y esperar a que solidifique.
Adicionar 6 mL de la capa siembra (medio inoculado) a cada una de las cajas y esperar a
que sohdifique. Colocar 6 cilindros en cada caja sobre el medio inoculado y adicionar Ja
solucion muestra y las diluciones de referencia alternadamente con la dilucion central.
Repita 3 veces para las diluciones de la curva estandar y la solucién muestra.

Incubar las cajas a 30-35°C durante 18 a 24 horas. Después de transcurrido este
tiempo, medir la zona de inhibicién de crecimiento,

Con los valores medidos obtener la curva estandar y calcular los mg de vancomicina
por frasco con la férmula:
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Valores interpolados (mg/mL) x factor de dilucion.

1.7 Apariencia del taquete (pastilla) liofilizado (altura, grosor y superficie
transversal)

Para esta prueba se observan 10 frascos de muestra bajo condiciones adecuadas de
visibilidad y describiendo ¢l contenido y el envase primario.
La altura y grosor de la pastilla fueron medidas mediante un Vemier.

1.8 Contenido de agua por Karl Fisher.

Transferir el contenido de un frasco de vancomicina de 500 mg a un vaso de
titulacién que contenga aproximadamente 50 mL de metanol el cual previamente ha sido
titulado con el reactivo de Karl Fisher a! punto final. Agitar hasta Ja disolucién y titular con
el reactivo de Karl Fisher al punto final.

Calcular el contenido de agua en la muestra por medio de la siguiente férmula:

Contenido de agua = SF/M
En donde:

S Esel volumen en mL de reactivo consumido
F Esel factor de equivalencia del reactivo x 100
M Es el peso de la muestra en miligramos

Nota: esta prueba se realiza por triplicado para cada placa.

1.9 Determinacién del pH de la solucidn reconstituida.

Preparacion de la muestra,
Usar la solucion obtenida de 2 frascos reconstituidos con agua para inyectables.

Procedimiento.

Verificar que el potencidémetro se encuentra calibrado, de no ser asi efectuar la
calibracién. Enjuagar ¢l electrodo con agua destilada y con unas porciones de la
preparacion de la muestra, sumergir el electrodo dentro del recipiente de la muestra y
determinar ¢l pH.

2.10 Determinacién de la absorbancia a 200 nm y 280 nm.

Reconstituir cada muestra con 5 mL de agua. Para la determinacién a 200 nm se
deberan realizar una dilucion de la muestra de 1mL en 500 mL de agua Para la
determinacién de la absorbancia a 280 nm se deberd de realizar una dilucién de ImL en 100
mL de agua.
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2. Fases Experimentales

2.1 Etapa 1. Control de la calidad de las materias primas

Se realizé la identificacion y caracterizacidon de las materias primas, asi como su
aceptacion para ser utilizados en el proyecto,

Los materias primas son:

Vancomicina clorhidrato Lote : C 1562 MP

Lactosa monohidratada USP Lote: G

2.2 Etapa 2. Disefio estadistico para la optimizacion del proceso de liofilizacion

De acuerdo a estudios preliminares con respecto a este producto, se ha establecido
que un ciclo de 40 horas es suficiente para conseguir la humedad deseada, (HR %) por lo
que los niveles de factor propuestos son:

Variables:
a) Tasa de Enfriamiento (2 pendientes) (X,)

Se establecieron dos tasas de enfriamiento, una alta (+) vy una baja (-), que
constituyen los niveles de factor en el disefto experimental; para el primer caso, el nivel
alto, se llevé el producto hasta -45°C a una tasa de congelamiento de 15°C/hora. Y para el
segundo caso, e! nivel bajo, se realizé un congelamiento hasta 40°C a una tasa de
congelamiento de 10°C/hora (-). En ambos casos la temperatura minima se mantuvo
durante 2 horas.

b) Tasa de Sublimacion (2 pendientes) (X

Se establecieron dos tasas de sublimacién, una alta (+) y una baja (-), que
constituyen los niveles de factor en el disefio experimental; para el primer caso, el nivel
alto, la tasa de sublimacién fue de 5°C/hora. Y para el segundo caso, el nivel bajo, se
efectud una tasa de congelamiento de 3°C/hora (-).

¢) Temperatura de Secado Secundario (2 Temperaturas) (X,

Se establecieron dos temperaturas de secado secundario, una alta (+) y una baja (-),
que constituyen los niveles de factor en el disefio experimental; para el primer caso, el nivel
alto, la temperatura fue de 40°C, y para el segundo caso, el nivel bajo, la temperatura fue de
30°C(-). Ambas temperaturas se mantuvieron durante 20 horas.

d) Presencia de Soporte (Lactosa) (X

Se utilizd un soporte (lactosa) en una concentraciéon de 100 mg para el caso de

presencia de soporte se codifico como nivel alto (+) y, para la ausencia de soporte, como el
nivel bajo (-).
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Los niveles de factor codificados como @ (puntos centrales), fueron calcutados como
puntos intermedios para cada experiencia, es decir, para la tasa de enfriamiento fue de
12.5°C/hora; para la tasa de sublimacion de 4°Crhora, para secado secundario de 35°C y
para presencia de soporte de 50 mg.

El disefio exploratorio estadistico propuesto es un factorial 2* con puntos centrales
(4) que genera fa siguiente matriz de experimentacion con los niveles de factores
codificados y aleatorizados, (7abla 1).

En el disefio 1a inclusion de los 4 puntos centrales fue para tratar de determinar ta
presencia de curvatura {no linealidad)

Cada experimento se realizd con 150 frascos acomodados en la liofilizadora en 3
placas de 50 frascos cada una. (apéndice B)

Es importante sefialar que antes de realizar las pruebas de liofilizacion se realizé la
calificacion del equipo (Pilotlyo) de acuerdo al apéndice A.

Valores Codificados de X
No. de Exp. X, X5 Xy X, QOrden del Fxp.
1 - - - - 9
2 + - - - 2
| 3 - + - - 10 |
4 + + - - 8
5 - - + - 6
6 + - + - 4
7 - + + - 1
8 + + + - 7
A B R - + 18
10 + - - + 12
11 - + - + 19
12 + + - + 13
13 - - + + 17
14 + - + + 16
15 - + + + 20
16 + + + + 14
17 0 0 0 0 3
18 0 0 0 0 5
19 0 0 0 0 11
20 0 0 0 0 15

Tabla.1 Malriz de datos experimentales definidas para el disefio factorial 2° con puntos centrales
para ef desarrollo y optimizacion del proceso de liofilizacion de Clorhidrato de Vancomicina.
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Las condiciones de vacio fueron del50 pbar durante sublimacion y 100 pbar en el
secado secundario para cada ciclo.

Valores Decodificados de X
No. de Ep. | X X, X Ay QOrden del Exp.
i ("Crhora) Crhora) °C) {Soporte)
T 3 30 no 9
2 15 3 30 no 2
3 10 5 30 no 10
4 15 5 30 no 8
5 10 3 40 no 6
6 15 3 40 no 4
7 10 3 40 no i
8 15 5 40 no 7
9 10 3 30 100 mg 18
10 15 3 30 100 mg 12
1 10 5 30 100 mg 19
12 15 5 30 100 mg 13
13 10 3 40 100 mg 17
14 15 3 40 100 mg 16
15 10 5 40 100 mg 20
16 15 5 40 100 mg 14
17 12.5 4 35 50 mg 3
| 18 12,5 4 35 50 mg 5
19 12.5 4 35 50 mg 11
20 12.5 4 35 50 mg 15

Tabla 2. Matriz de datos experimentales decodificados para ef disefio factorial 2* con puntos
centrales para el desarrollo y oplimizacién del proceso de licfilizacién de Clorhidrato de
Vancomicina.

Etapa 3. Analisis de los liofilizados obtenidos en el disefio experimental.

Opalinidad

Determinacién del contenido de humedad

Descripcion de la morfologia del sélido (Cristalino/amorfo)
Velocidad de reconstitucién

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

NIR (infrarrojo cercano)

IR

Determinacién de absorbancia (200 nm y 280 nm)
Valoracién

Moo O a e L D —
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VL. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Del disefio estadistico empleado (factorial 2* con cuatro repeticiones al centro) se
obtuvieron 20 muestras de producto liofilizado, las cuales fueron analizados de acuerdo a lo
establecido en la parte experimental y sus resultados se reportan en la rabla 3. Los primeros
8 productos no contienen soporte y los 12 siguientes si; de tal forma, los primeros 8
liofilizados contienen una concentracion de lactosa de 100 mg/vial, y los 4 dltimos (puntos
centrales), de 50 mgfvial,

Considerando que la valoracion es una de las caracteristicas de calidad mas
importantes que debe cumplir el producto liofilizado (determinada ésta como potencia
microbiolégica), no se encontré que ninguna de las muestras fuera menor al 95 % (limite
inferior de aceptacion establecido por la Norma).

Por otra parte, en lo concemiente a la prugba de opalinidad, unicamente las muestras
correspondientes a los expenmentos 1, 5, 9 y 13, dieron una respuesta conforme a la Norma
(iguales al diluyente). También estas cuatro muestras presentaron una apariencia del taguete
de color blanco. En cuanto a las condiciones del proceso que dieron lugar a estos productos,
importante mencionar que se emplearon tasas de congelamiento de 10°C/hora y tasas de
sublimacién de 3°C/hora (lo cual correspondid, en ambos casos al nivel experimental bajo).

Las muestras con peores resultados de opalinidad (iguales al estandar 2 de la prueba),
fueron las correspondientes a los experimentos 8, 16 y 20; y de entre ellos, la pimera tuvo
el color de taquete menos conveniente (café), y las 2 restantes fueron de calor amarillo (ver
imdgenes en el apéndice C). Las muestras 4 y 12, ambas con tasas de congelamiento y
sublimacién al nivel experimental alto (15°C/hora y 5°C/hora), resultaron poseer un color
rosado, lo cual ya ha sido informado con anterioridad que puede ocurrir (Mufios G 1999),
pero no puede considerarse como una apariencia adecuada para un liofilizado de
vancomitcina clorhidrato.

En cuanto al numero de capas que presento el taquete; 7 de los liofilizados obtenidos
presentaron 2 capas y los 12 productos restantes una sola. En todos los casos, excepto para
la muestra 9, la tasa de congelamiento fue de 15°C/hora; lo cual concuerda con la
bibliografia donde se indica que estructuras heterogéneas son dependientes de la fase de
congelacién.

Las pendientes de sublimacion y congelamiento fueron calculadas considerando el
cambio de temperatura que presentd el producto con referencia a la vanacién de
temperatura de las placas y, como se puede observar en el apéndice D, cuando se aplicaron
las tasas de congelamiento y sublimacion en el nivel experimental bajo, no se observaron
grandes diferencias de temperatura entre las placas y el producto (pendientes menores). No
ocurriy asf con los niveles experimentales altos; por ello se puede considerar que tasas
menores de congelamiento facilitan el acomodo de las particulas del material solido y de
los cristales de agua para formar una matriz uniforme; lo cual favorecid en este caso la
sublimacion del agua durante el secado primario.
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2. Resultados Estadisticos.

a) Analisis estadistico de efecto de los factores sobre la opalinidad.

Fuente Suma de Media de valer
de Varilacidn Cuadrados al Cuadrados Fo de P
A:Congelamientc 1.5625 1 1.5625 &. 86 Q.02739
B:Sublimacidn 2.25 1 2.25 8.88 0.0119
C:5ecado Secundario 0.25 1 0.25 1.10 0.3221
D:Soperte 0.0 b 0.0 Gg.ag 1.0000
A3 0.25 1 0.25% 1.10 0.3221
AC 0.25 1 0.25 1.10 0.3221
AD 0.0 1 0.0 0.00 1.0000
BC 0.5625 1 0.5625% 2.47 0.1505
BD 0.0625 1 0.0625 0.27 0.6131
cD ¢.0625 1 0.0625 0.27 0.6131
Total errer 2.05 S 0.227778

Tabla 4. Anova para el efecto de los factores sobre la opalinidad.

La tabla de Anova separa la variabilidad en la opalinidad dentre de cada uno de los
efectos. En esta, se prueba el grado de significancia estadistica para cada efecto
comparando el cuadrado medio y un estimado del error experimental; los valores de
probabilidad menores de 0.05 indican que tienen una significancia diferente de cero con un
nivel de confianza del 95 %.

En este caso la tasa de congelacidn y la tasa de sublimacidn (indicadas en negritus)
tienen efecto significativo sobre la opalinidad porque poseen un valor menor de 0.05
(0.0279 y 0.0119 respectivamente), con un nivel de confianza del 95%.

La R’ calculada indica que el modelo ajustado explica un 7/.9178% de la
variabilidad en la opalinidad, lo cual es un valor bajo, (considerando valores de 90% o
mayores como apropiados).

El modelo obtenido se ajusto a un polinomio de segundo grado de la forma:

opalinidad = 1.9 + 0.312% * congelamiento + D.375 * Sublamacién + 0.125 * Secado Secundario
+ - 0.125 * congelamiento * Sublimacién + 0.125 * congelamiento * Secado Secundario +
0.1875*Sublaimacién * Secado Secundario + 0.0625 * Sublimacién * Soporte - 0.0625 * Secado
secundaric * Soporte

Se debe considerar que para la generacion y ajuste del mejor modelo se utilizan
todos los factores y sus respecttvas interacciones, sin embargo linicamente la congelacién y
la sublimacidn presentan un efecto estadisticamente significativo sobre [a opalinidad. Esto
se puede confirmar con la grafica de pareto (grdfica 1) donde se muestra en orden
descendente de importancia el impacto que tienen los factores y sus combinaciones sobre la
variable de respuesta. Ambos factores (la congelacién y la sublimacion ) estan por arriba de
la linea que marca efecto significativo sobre la opalescencia.
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B:Sublimacién
A:Congelamiento
BC
AC

AB
C-Secado Secundario
cD

BD
AD
D-Soporte

0 1 2 3 4
Efecto Estandarizado

Gréfica 1. Pareto para e! efecto de los factores sobre la opalinidad.
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Gréafica 2. Valor de la media del efecto de los factores sobre la opalinidad.

La grafica de los valores medios (grdfica 2) de los efectos, muestra el cambio que
tiene la variable dependiente como respuesta al cambio de nivel del factor (variable
independiente), y entre mayor sea esta pendiente mayor impacto presentara sobre dicha
variable dependiente. Para este caso el efecto que presenta la presencia de soporte sobre la
opalinidad es nulo, asi como el impacto que presenta el secado secundario; sin embargo al
cambiar del ntvel bajo al nivel alto en el congelamiento y sublimacién, el impacto en la
pendiente es importante.

Factor Menor Mayor Optimo
Congelamiento ~1.0 1.0 ~1.0
Sublimacidn -1.0 1.0 -1.6
Secado Secundario -1.0 1.0 -1.0
Soporte -1.0 1.0 -1.0

Tabla 5. Nivel optimo (codificado) para el efecto de los factores sobre la opalinidad.

En la tabla de optimizacién (tabla 5) se muestran las condiciones de los factores (de
forma codificada) bajo las cuales se conseguird la mejor respuesta de opalinidad
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(considerandose que esta debera de ser la minima posible), esto es, 1a tasa de congelamiento
de 10°C/hora, la tasa de sublimacién de 3°C/horag, el secado secundario a 30°C y la ausencia
de soporte. Lo anterior se corrobora en la grafica de superficie de respuesta (grdfica 3)
donde se observa que a medida que se disminuye la tasa de congelamiento y la tasa de
sublimacién se disminuye el valor de la opalinidad.

Opalinidad

0.2

Sublimacidn

Congelamiento

Gréfica 3. Superficie de respuesta para el efecto de fos factores sobre la opalinidad.

b) Andlisis estadistico de efecto de los factores sobre la valoracién.

Fuente Suma de Media de valor
de Variacidn Chadrados gl Cuadrados Fo de P
A:Congelamiento 4. 30563 1 4.30563 17.397 0.0022
B:Sublimacién 0.105625 1 0.105625 0.44 0.5234
C:Sec Sec 0.030625 1 0.030625 0.13 0.7290
D:Soporte 0.105625 1 0.105625 0.44 0.5234
AB 1.38062 1 1.380862 5 76 0.039%
AC 0.455625 1 0.45562% 1.%0Q 0.2012
AL 0.030625 1 0.030625 0.13 0.72%0
BC 0.000625 1 0.000625 0.00 0.9604
BD 0.005625 1 0.005625 0.02 0.8816
[31] 1.065063 1 1.05063 4.38 0.0658
Total error 2.15675 9 0.239639

R = 77.5992 %

Tabla 6. Anova para el efecto de los factores sobre ia valoracién,

En la tabla de Anova se prueba el grado de significancia estadistica para cada efecto
comparando el cuadrado medio y un estimado del error experimental; los valores de
probabilidad menores de 0.05 indican que tienen una significancia diferente de cero con un
nivel de confianza del 95 %.

En este caso, (rabla 6) la tasa de congelacion y la interaccidén congelacion-
sublimacién (indicadas en negritas) son los factores que tienen efecto significativo sobre la
valoracién porque poseen un valor menor de 0.05 (0.0022 y 0.0399), con un nivel de
confianza del 95%.
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La R’ calculada indica que el modelo ajustado explica un 77.5992% de la
variabilidad en la valoracion, lo cual es un valor bajo, (considerando mayores de 90% o
mayores como apropiados).

El modelo obtenido se ajusto a un polinomio de segundo grado de la forma:

Vaioracién = 98.26 - 0.5187% * congelamientoe - 0.08125 * Sublimacién - 0.04375 * Secado

Secundario + ©0.08125 * Soporte - 0.2937% * Congelamiente * Sublimacién + 0.16875 *
Congelamiente * Secado Secundario + 0.04375 * Congelamientc * Soporte + 0.00625 *
Sublimacién * Secado Secundariec - 0.01875 * Sublimacién *Soperte - 0.25625 * Secado

Secundario * Soporte.

Se debe tomar en cuenta que para la generacion y ajuste del mejor modelo se
utilizan todos los factores y sus respectivas interacciones, sin embargo Unicamente la
congelacién y la interaccion congelacion-sublimacion presentan un efecto estadisticamente
significativo sobre la valoracién. Por otra parte, segun la grafica de pareto (grdfica 4),
donde se muestra en orden descendente de importancia el impacto que tienen los factores y
sus combinaciones sobre la variable de respuesta, la congelacién no es el tnico factor que
esta por arriba de la linea que marca efecto significativo sobre la valoracidn, también lo esta

la interaccién AB (congelamiento-sublimacién), por lo que se confirma lo estimado en el
analisis de varianza,

A:Congelamiento

CcD

AC

B Sublimacién
D:Soporte

AD

C:Secado Secundano
BD
BC

0 I 2 3 4 5
Efecto Estandarizado

Grafica 4. Pareto para et efecio de los factores sobre la valoracion.
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Grafica 5. Valor de fa media del efacto de los factoraes sobre Ja valoracién.
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La grafica de los valores medios de los efectos (grdfica 5).muestran el cambio que
tiene la variable dependiente como respuesta al cambio de nivel del factor (variable
independiente), y entre mayor sea esta pendiente mayor impacto presentara sobre dicha
variable dependiente. Para este caso el efecto que presenta la sublimacidn, el secado
secundario y la presencia de soporte sobre la valoracidn, es pequefio; pero, por otro lado, el
impacto que presenta la congelacion, al cambiar del nivel bajo al nivel alto es bastante

notorio (graficu 6).

99
986
982
918

Valoracion

97.4
97

Congelamiento

Grafica 6. Superficie de respuesta para el efacto de los factores sobre la opalinidad.

Factor Low High Optimum
congelamiehto -1.0 1.0 -1.0
Sublimacién -1.0 1.0 1.0
Secado Secundario -1.0 1.0 -1.0
Soporte -1.0 1.0 1.0

Optimum value = 99,4725

Tabla 7 . Nivel optimo (codificado) para el efecto de los factores sobre la valoracion.

En la tabla de optimizacion (rabla 7) se muestran las condiciones de los factores (de
forma codificada) bajo las cuales se conseguirda la mejor respuesta de valoracién
(considerandose que ésta debera de ser el valor maximo posible) esto se consigue con una
tasa de congelamiento de 10°C/hora, una tasa de sublimacion de 5°C/hora, un secado
secundario de 30°C y la presencia de soporte (100 mg de lactosa). Esto se corrobora con la
grafica de superficie de respuesta (grdfica 6), donde se observa que a medida que se
disminuye la tasa de congelamiento se aumenta el valor de la valoracion,
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c) lisis estadistico de ef de |os factorgs sobre |a cristalinidad.

Fuente Suma de Media de Valor
de Variacion Cuadrados gl Cuadrados Fo de F
A:Congelamisnte 2.25 1 2.25 13.97 0. 0046
B:5upblimacién 0.25 1 0.25% 1.55 0.2443
C:5ec Sec 9.2% 1 0.25 1.55 0.2442
D:Soporte 0.0 1 0.0 ¢.00 1.0000
AB 0.0 1 0.0 0.00 1.0000
AC 0.0 1 0.0 0.00 1.0000
AD 0.25 ) 0.25 1.5% 0.2443
BC 0.0 1 0.0 0.00 1.0000
BD 0.25 1 0.25 1.%5 0.2443
cD 0.25% 1 0.25 1.55 0.2443
Total error 1.4% 9 0.161111

e e e e e A = e R m e — m = = —m  m — —  —————

RS = 70.7071 %

Tabla 8. Anova para el efecto de los factores sobre la cristalinidad.

En este caso la tasa de congelacion (indicada en negritas) es el Unico factor que
tiene efecto significativo sobre la cristalinidad porque posee un valor menor de 0.05
(0.0046 ) con un nivel de confianza del 95%.

La R* calculada indica que el modelo ajustado explica un 70.7079% de la
variabilidad en la cristalimdad, lo cual es un valor bajo, (considerando valores de 90% o
mayores como apropiados).

El modelo obtenido se ajusto a un polinomio de segundo grado de la forma:

Cristalinidad = 1.45 + ©0.375 * Congelamiente - 0.125 * Sublimacién - 0.125 ~ Secado
Secundarie - 0.125 * Congelamiente * Scporte - 0.125% * Sublimacién * Soporte - 0.125 ~
Secado Secundarie * Soporte.

Nuevamente se debe considerar que para la generacién y ajuste del mejor modelo se
utilizan todos los factores y sus respectivas interacciones, sin embargo unicamente la
congelacion presenta un efecto estadisticamente significativo sobre la cristalinidad. Esto se
puede confirmar con la grafica de pareto (grdfica 7) donde la congelacién estd por amriba
de la linea que marca efecto significativo sobre la cristalinidad.

A:Congelamiento

BD

AD

C:Secado Secundario
B:Sublimacion

BC

AC

AB

D:Soporte | ¢ L

0 1 2 3 4
Efecto Estandarizado

Grafica 7. Pareto para ef efecto de los factores sobre la cristalinidad.
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Grafica 8. Valer de la media del efecto de los factores sobre la cristalinidad.
La grafica de los valores medios de los efecto muestran, para éste caso (grdfica 8),
que el efecto que presenta la congelacion sobre la cristalinidad es el més importante cuando

se cambia del nivel bajo al nivel alto, y que las pendientes generadas con el cambio de nivel
no presentan efecto significativo sobre la variable de respuesta.

Cristalinidad

Factor Bajo Alro Sptimo
aongelamiento -1.0 1.0Q -1.0
Sublimacién -1.0 1.0 1.0
Sec Sec -1.0 1.0 1.0
Soporte -1.0 1.0 1.0

Tabla 8. Nivel optimo (codificado) para el afecto de los factores sobre la cristalinidad.

En la tabla de optimizacion (tabla 2) se muestran las condiciones de los factores (de
forma codificada) bajo las cuales se conseguird la mejor respuesta de cristalinidad,
considerandose que deberd de ser la menor posible (cristalino), esto es, la tasa de
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congelamiento de 10°C/hora, la tasa de sublimacion de S°C/hora, €l secado secundario a
40°C y la presencia de soporte. Esto se corrobora en la grafica de superficie de respuesta
(grdfica 9) donde se observa que a medida que se disminuye la tasa de congelamiento y la
tasa de sublimacion se disminuye el valor de la cristalinidad, lo deseable es que ¢l
liofilizado solo tenga el valor de 1.

d) Anélisis estadistico del efecto de los factores sobre &l NUmero de Capas.

Fuente Suma de Media de Valor
de Variacién Cuadrados gl Cuadrados Fo de P

A:Congelamianto 2.25 1 2.25 28.93 0.0004
B:Sublimacién 0.25 1 0.25% 3.21 0.10686
C:8ec Sec 0.25 i 0.25 3.21 0.1066
D:Soporte 0.0 1 2.0 0. 06 1.0000
AB 0.25 1 0.25% 3.2 0.l066
AC 0.2% 1 0.25 3.21 0.1086
AD 2.0 1 0.0 D.00 1.0000
BC 0.25% 1 0.25 3.21 0.1066
BD 0.0 i 6.0 .00 1.0060
cD 6.0 1 0.¢ 0.00 1.0000
Total error 0.7 9 0.08

A o= 53.3333 %

Tabla 10. Anova para el efecto de los factores sobre el nimero de capas.

En este caso la tasa de congelacion (indicada en negritas) es el inico factor que
presenta efecto significativo sobre la opalinidad porque poseen un valor menor de 0.05
(0.0004), con un nivel de confianza del 95%.

La R? calculada indica que el modelo ajustado explica un 83.33% de la variabilidad
en el nimero de capas, lo cual continua siendo un valor bajo (considerando valores de 90%
0 mayores como apropiados), pero mejor que todos los anteriores,

El modelo obtenido se ajusto a un polinomio de segundo grado de la forma:

Numero de Capas = 1.3 + 0.375% * congelamiento - 0.125 * Sublimacidén + 0.12% * Secado
Secundario - 0.12% * congelamientc * Sublimacién + 0.125 * congelamiento * Secade Secundario
+ 0,125 * Sublimacion * Secado Secundario.

Se debe considerar que para la generacion y ajuste del mejor modelo se utilizan
todos los factores y sus respectivas interacciones, sin embargo unicamente la congelacion
presenta un efecto estadisticamente significativo sobre el numero de capas. Esto se puede
confirmar con la grafica de pareto (grdfica 10) donde se muestra en orden descendente de
importancia el impacto que tienen los factores y sus combinaciones sobre la vanable de
respuesta. Aqui la congelacién es la Unica barra que estd por arriba de la linea que marca
efecto signtficativo sobre el nimero de capas.
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Grafica 10. Pareto para el efecto de los factores sobre el numero de capas.
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Grafica 11. Valor de la media del efecto de los factores sobre el nimero de capas.

Para este caso la grafica de los valores medios de los efectos (grdfica 11,) muestra
que ¢l congelamiento presenta un impacto importante al cambiar del nivel bajo al nivel alto
en el namero de capas, no asi los demds factores.

Numero de Capas

; [Sublimacién

Congelamiento

Grafica 12. Superficie de respuesta para el efecto de los factores sobre el ndmero de capas.
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Factor Bajo Alto Gptimo

Congelar:ente -1.0C 1.0 -1.0
Sublimacién -1.0 1.0 1.0
Secadoe Secundarlo -1.0 1.0 -1.0
Soporte -1.0 1.0 -1.0

Tabla 11. Nivel optimo (codificado) para ef efecto de los factores sobre el nimero de capas.

En ]a tabla de optimizacion (tabla 11), se muestran las condiciones de los factores
(de forma codificada) bajo las cuales se conseguira la mejor respuesta en el numero de
capas, considerandose que debera de ser la menor posible (es decir una), esto es, la tasa de
congelamiento de 10°C/hora, la tasa de sublimacion de 5°C/hora, el secado secundario a
30°C y la ausencia de soporte. Esto se corrobora en la grafica de superficie de respuesta
(grdfica 12) donde se observa que a medida que se disminuye la tasa de congelamiento se
disminuye ¢l valor de nimero de capas.

@) Andlisis estadistico del efecto de los factores sobre el tismpo de raconstitucion.

Fuente Suma de Media de Valer
de Variacidn Cuadrados gl Cuadrados Fo de P
A:Congelamiento 25.0 1 25.0 5.46 0. 0442
B:Sublimacién 25.0 1 25.0 5 46 0.0442
C:5ec Sec z.25 1 2.25% 0.49 0.5010
D:Soporte 4.0 1 4.0 0.87 0.3743
AB 4.4 1 4.0 0.87 0.3743
AC 0.25 1 0.25 ¢.05 0.8205
AD 4.0 1 4.0 0.87 0.3743
aC 0.25 1 0.25 .05 ¢.8205
BD 16.0 1 1€.0 3.50 0.0%44
CD 2.25 1 2.25 0,49 0.5010
Total error 41.2 9 4.57

R-squared = BB6.B277 %

Tabla 12. Anova para el efecto de los factores sobre el tiempo de reconstitucién,

En este caso, la tasa de congelacion y la tasa de sublimacion (indicadas en negritas)
tienen efecto significativo sobre el tiempo de reconstitucion porque poseen un valor menor
de 0.05 (0.0442 y 0.0442 respectivamente), con un nivel de confianza del 95%.

La R’ calculada indica que el modelo ajustado explica un 66.8277% de la
variabilidad en ¢l tiempo de reconstitucion, lo cual es un valor bajo, (considerando valores
mayores del 90% o mayores como apropiados).

El modelo obtenido se ajusto a un polinomio de segundo grado de la forma:

Tiempo de Reconstitucidén = 47.7 + 1.25 * Congelamiento + 1,25 * Sublimacién + 0.375 * Secado
Secundario + 0.3 * Scporte - 0.5 * Congelamiente * Sublimacidén + 0.125 * Congelamiento *
Secado Secundario + 0.5 * Congelamiento * Soporte + 0.125 * Sublimacién * Secade Secundario
+ 1.0 * Sublimacién * Soporte + 0.375 * Secado Secundaric * Soporte.
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Al igual que en los casos anteriores se debe considerar que para la generacion y
ajuste del mejor modelo se utilizan todos los factores y sus respectivas interacciones, sin
embargo Onicamente la congelacion y la sublimacion presentan un efecto estadisticamente
significativo sobre el tiempo de reconstitucion. Esto se puede confirmar con la grafica de
pareto (grdfica 13), donde se muestra en orden descendente de importancia el impacto que
tienen la congelacion y la sublimacion sobre la variable de respuesta. Ambos factores estan
por arriba de Ia linea que marca efecto significativo sobre el tiempo de reconstitucion.

B:Sublimacion
A:Conpelamiento

C:Secado Secundario
BC
AC

—_—

0 0.4 0.3 1.2 1.6 2 2.4
Efecto Estandarizado

Gréafica 13. Pareto para el efecto de ios factores sobre ol tismpo de reconstitucion.
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Grafica14. Valor de la media del efectc de los factares sobyre af tiempo de reconstitucion.

Para este caso, el efecto de los valores medios de los efectos (grdfica 14), presenta
sobre el tiempo de reconstitucién al cambiar del nivel bajo al nivel alto tiene un impacto
importante, tanto para la congelacion, como para Ja sublimacion.
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Gréfica15. Superficie de respuesta para el efecio de los factores sobre el tiempo de reconstitucién.

Factor Bajo Alto éprimo
congelamiento -1.0 1.0 -1.0
Sublimacidn -1.0 1.0 -1.0
Sec Sec -1.0 1.0 -1.90
Soporte -1.0 1.0 1.0

Tabla 13. Nivet optimo {codificado) para el efecto de los factores sobre el Nimero de Capas.

En la tabla de optimizacién (tabla 13), se muestran las condiciones de los factores
(de forma codificada) bajo las cuales se conseguira la mejor respuesta de tiempo de
reconstitucion, considerandose que deberd de ser la menor posible, esto es, la tasa de
congelamiento de 10°C/hora, la tasa de sublimacidn de 3°C/hora, el secado secundario a
30°C y presencia de soporte. Esto se corrobora en la grafica de superficie de respuesta
(grdfica 15), donde se observa que a medida que se disminuye la tasa de congelamiento y la
tasa de sublimacién se disminuye el valor del tiempo de reconstitucion; esto es lo mas
apropiado para un liofilizado que se desea reconstituir para poder ser administrado.

f) Andlisis estadistico del efecto de los factores sobre la absorbancia a 280 nm.

Fuente Suma de Media de Valor
de Variacidn Cuadrados gl Cuadrades Fo de P
A:Congelamiento 689.063 1 589.063 $0.37 0.0000
B:Sublimacion 588. 0683 1 588. 063 77.12 o. 80800
C:5ecade Secundario 10.5625 1 10.582% 1.38 0.2694
D:Soporte 0.0625 1 0.0625 4.01 0.9298
AB 4i0.083 1 410. 063 53.78 o.0000
AC 14.0625 L 14.0625 1.24 0.207%
AD 0.0625 i 0.0625 0.01 0.9298
BC 1.5625 1 1.5625 0.20 0.66l5
BD 3.0625 1 3.0625 0.40 0.5420
cD 10.5625 1 10.5625 1,39 G.2654
Total error 68,625 9 7.625
Total (cerr.) 1795.7% 19

R - 96.1785 %

Tabla 14. Anova para sl efecto de los factores sobre absorbancia a 280 nm,
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En este caso, la tasa de congelacién, la tasa de sublimacién y su interaccién
(indicadas en negritas) tienen efecto significativo sobre la absorbancia a 280 nm porque
poseen un valor menor de 0.05 (0.000, 0.000 y 0.000 respectivamente), con un nivel de
confianza del 95%.

La R? calculada indica que el modelo ajustado explica un 96./885% de la
variabilidad en la opalinidad, lo cual es un valor apropiado, {considerando valores de 90%
0 Mayores como correctos).

E] modelo obtenido se ajusto a un polinomio de segundo grado de la forma:

Absbancia 280 nm = 245.25 - 6.5625 * Congelamiento - 6.0625 * Sublimacién - 0.8125 * Secado
Jecundarie + 0,0625 * Soporte =+ 35,0625 * Congelamiente * Sublimacién -~ 0.9375 ~*
congelamiento * Secado Secundario - 0.0625 * congelamiento * Soporte + 0.3125 * Sublimacién
* Secado Secundaric + 0.4375 * Sublimacién * Soporte - 0.8125 * Secado Secundario * Soporte

En la grafica de pareto (grdfica [6) se muestra en orden descendente de
importancia el impacto que tienen los factores y sus combinaciones sobre la variable de
respuesta. Ambos factores (la congelacion, la sublimacidn y su interaccion) estan por arriba
de la linea que marca efecto significativo sobre la absorbancia a 280 nm.
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Grafica 16. Pareto para el efecto de los factores sobre ta absorbancia a 280 nm,
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Gréfica 17. Valor de la media del efecto de los factores sobre la absorbancia a 250 nm.
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La grafica de los valores medios de los efectos (grdfica 17), muestra e] cambio que
tiene la variable dependiente como respuesta al cambio de nivel del factor (variable
independiente), y entre mayor sea esta pendiente mayor impacto presentara sobre dicha
variable dependiente. Para este caso el efecto que se presenta al cambiar del nivel bajo al
nivel alto en el congelamiento y sublimacion sobre la absorbancia es importante, porque se
observa un incremento del mismo.

Sublimacién

Absorbancia 280 nm
[ ]
&

Congelarmento

Gréfica 18. Superficie de respuesta pars el efecto de los factores sobre la absorbancia a 280 nm.

Facter Bajo Alto Sptime
Congelamiento -1.9 1.0 -1.¢
Sublimacién -1.0 1.0 -1.0
Secade Secundario -1.0 1.0 1.0
Soporte -1.0 1.0 -1.0Q

Tabta 15. Nivel optimo (codificado) para el efecto de los factores sobre la absorbancia a 280 nm.

En la tabla de optimizacién (tabla 15 ), se muestra las condiciones de los factores
(de forma codificada) bajo las cuales se conseguird la mejor respuesta de absorbancia,
considerandose que deberd de ser la mayor posible, ya que esto se puede asociar con el
hecho de que un valor alto de absorbancia indica mayor concentracién y por tanto el
liofilizado estard totalmente disuelto. Ademas esto se puede también comprobar con los
datos de opalinidad de la tabla 3, donde las muestras que tuvieron una respuesta semejante
al diluyente (1,5,9 y 13), son amorfas y de color blanco. Asf, las condiciones donde se
obtuvieron valores de 263 a 265 de absorbancia fueron una tasa de congelamiento de
10°C/hora y una tasa de sublimacién de 3°Cr/hora con ausencia de soporte. Esto se
corrobora en la grafica de superficie de respuesta (grdfica [8) donde se observa que a
medida que se disminuye la tasa de congelamiento y la tasa de sublimacién se disminuye el
valor de la opalinidad. Esto es importante debido a que el méaximo de absorbancia se
presenta a 200 nm, pero como los factores no tuvieron efecto significativo sobre la
absorbancia a esta longitud de onda no se reporto (apéndice H).
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2} Andlisis estadistico del efecto de los factores sobre la temperatura de fusién en DSC,

Fuente Suma de Media de Valer

de Variacidn Cuadradoes al Cuadrados Fo de P
A:Congelamiento 3.11523 L 3.11523 0.18 0.6849
B:Sublimacidn 6.4516 i 6.4516 0.36 0.5612
C:Secado Secundario 6.27503 1 6.27503 0.35 0.5665
D:S5oporte 8.7616 1 B.7616 0.49 0.4998
AB 119.574 1 119.574 &.75 o.028%
AC 0.3481 1 0.2481 0.a2 0.8916
AD 6.73402 1 6.73402 0.38 $.5529
B3C 1.86322 1 1.86322 0.11 0.7532
BD 11.3569 1 11.3569 0.64 0.4440
cD 2,13603 1 2.70603 0.15 0.7051
Total error 159.501 9 17.7%223

RY = 51.1762 %

Tabla 17. Ancva para el efecto de los factores sobre temperatura de fusion determinada en DSC.

En este caso, la interaccidon congelamiento-sublimacion es el dnico factor que
presentd efecto significativo sobre la temperatura de fusion en DSC, porque poseen un
valor menor de 0.05 (0.0289), con un nivel de confianza del 95%.

La R* calculada indica que el modelo ajustado explica un 51./762% de la
variabilidad en la temperatura de fusién en DSC, lo cual es el valor mas bajo obtenido.

E] modelo obtenido se ajusto a un polinomio de segundo grado de la forma:

Temperatura de fusién en DSC = 56.8555% - 0.0206 * Congelamiento + 1.0968 * Sublimacién + 0.1643
* Secado Secundario + 0.645625 * Soporte - 1.34812 * Congelamiento * Sublimacidén + 0.314375
* Congelamiento * Secado Secundario + 1.1106 * Congelamiento * Soporte - 0.803125 =
Sublimacién * Secade Secundario + 0.3806 * Sublimacién * Soporte + 0.0506 * Secado
Secundaric ¥ Soporte

B:Sublimacion
C:Secado Secundario
A:Congelamiento

cD
BC
AC ) )
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Efectos Estandarizados

Gréfica 20. Pareto para of efecto de los factores sobre |a temperatura de fusion en DSC.

En la grafica de pareto (grdfica 20) se muestra en orden descendente de
importancia el impacto que tienen los factores y sus combinaciones sobre la variable de
respuestas muestra que la interaccion congelamiento-soporte es el dnica que esta por arriba
de la linea que marca efecto significativo sobre temperatura de fusién en DSC. Es
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importante notar que las areas bajo la curva del evento térmico no fueron posibles de
cuantificar porque las temperaturas de inicio no fueron lo suficientemente bajas como para
poder obtener una linea base y conseguir realizar la integracién de forma apropiada, se
recomendaria utilizar un equipo con sistema de enfriamiento y comenzar con temperaturas
de al menos las obtenidas en la congelacidn.
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VII. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

El disefio factorial 2* con 4 puntos centrales, resulto ser un modelo estadistico
adecuado para identificar las vanables del proceso de liofilizacion que afectan las
caracteristicas de calidad del liofilizado de clorhidrato de vancomicina en frasco vial con
500 mg de p.a.

Los factores del proceso de liofilizacién del clorhidrato de vancomicina que afectan
las caracteristicas de calidad son, las tasas de congelamiento y sublimacién, siendo en
ambos casos las mejores condiciones las correspondientes a los niveles bajos (10°C/hora y
3°C/hora, respectivamente).

Estas condiciones concuerdan con las consideraciones tedricas, donde se establece
que una velocidad de congelamiento lenta, permite que en la matriz del producto se de una
separacion efectiva del principio activo y del agua como hielo, con lo cual se facilita a su
vez, el proceso de sublimacion posterior.

Bajo todas las condiciones experimentales estudiadas, las potencia microbioldgica
del producto no resulto afectada, sin embargo otras caracteristicas del producto como la
cristalinidad, la opalinidad, el color y nimero de capas del taquete, fueron dependientes del
de las variables del proceso de liofilizacidn.

Las variables del proceso de liofilizacion de la clorhidrato vancomicina que
permitieron obtener un producto con las caracteristicas de calidad esperadas, fueron:

a) Tasa de congelamiento de 10°C/hora
b) Tasa de sublimacién de 3°C/hora

¢) Secado secundario a 30°C durante 20 horas

d) Ausencia de soporte

Sera necesario continuar con el estudio del estado solido de los productos
liofilizados de vancomicina clorhidrato obtenidos bajo cada una de las condiciones
experimentales del proceso de liofilizacidn, el cual debera estar soportado en el andlisis por
difractometria de rayos X y calorimetria diferencial de barrido a bajas temperaturas
(apéndice E); con el fin de establecer de manera determinante su estructura fisica (amorfo o
cristal} debido a que el método que se utilizé de birrefrigencia no permitié el
discernimiento completo de particulas cristalinas y amorfas (apéndice G).
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APENDICE A
Calificacion del Equipo de Liofilizacién

El objetivo de la calificacion fue establecer la evidencia documentada de todas las
especificaciones criticas resumidas en los Requerimientos Especificos de Uso del Cliente
y del vendedor, que se encuentran en el equipo, control de calidad y entrega de
documentos.

I. MAPEO DE TEMPERATURA DE LOS ANAQUELES.

Objetivo : Medir la variacion de temperatura en diferentes posiciones en un anaquel
y entre ellos.

Método : Se llevan a cabo cinco pruebas de temperatura inercial calibradas (tipo
P1100) en los anaqueles.

El mapeo se desarrolla a tres temperaturas diferentes sobre una escala estatica.

Prueba 1. Temperatura de entrada de -40°C.
Prueba 2. Temperatura de entrada 0°C.
Prueba 3. Temperatura de entrada +20°C.

Las temperaturas fueron registradas con un equipo externo certificado cada diez
segundos, durante 20 minutos.

En cada anaquel:

El promedio de la temperatura de las cinco posiciones (S1 a S5) es calculado (en un
promedio de 120 valores para cada posicion) esto nos conduce a 5 promedios de
temperatura por anaquel.

Entre los anaqueles:

Para cada anaquel, es calculado ¢l promedio de las cinco temperaturas (SI a S5),
eso nos lleva a un promedio de temperatura para ese anaquel.

Para dicha informacion (esto no es un criterio de aceptacién) se llena una tabla para
comparar la temperatura medida del silicén entrante y el promedio de las cinco
temperaturas promedio (S1 a S5).

La identificacién y el numero certificado de calibracion del equipo utilizado se
escribe en la siguiente pagina antes de comenzar la prueba, cuando ésta termina el informe
se imprime en la hoja de resultados.

En la celda de la pagina de resultados se escribe el nimero anexo de la informacion de la
temperatura.



Criterio_de Aceptacidn. La desviacidn entre el promedio maximo y minimo de

temperatura debe ser menor o igual a 2°C (en cada anaquel o entre ellos):

A e

L) *
L) ’0 .‘0

>
0‘0

Camara de secado y vacio.

Puerta cerrada.

Valvula de separacion cerrada.
Valvula de frenado de vacio abierta.
Bomba circulatona encendida,

LN2 de enfriamiento encendido.

Resultados de mapeo:

Curva de temperatura de las diferentes pruebas por anaquel.
La temperatura promedio sobre el periodo medido por prueba en el mismo anaquel.
La temperatura maxima y minima de cada anaquel.

Equipo utilizado:

Almacenador de datos, pruebas de temperatura inercial,

II. MAPEO DE TEMPERATURA DE LOS ANAQUELES, RESULTADO
POR ANAQUEL,

Temperaturas Mdximas y Minimas para el mismo Anaquel.

# Temp Pba, dec . promedio sobrc Tem: Temp. Critenol de #
Anaguel o e} ggdzr:;e&dg min.fC ma‘:;n E(, ac;;{nséa?n Aprobaco Rechazado Anexo
i il |
2.1 MAPEQO DE TEMPERATURA DE LOS ANAQUELES, RESULTADOS
ENTRE LOS ANAQUELES.

Mdxima Desviacion entre la Temperatura de Anaquel.

Temp. °C 40 °C 0.0 [ +20.0

i |

IIT. CICLO DE LA PRUEBA DE DESARROLLO.

Condiciones de Inicio: Las siguientes condiciones se deben completar antes de

comenzar &l ¢iclo de la prueba de desarrollo.

L.
2.

Cdmara vacia, limpia y seca.
Puerta cerrada.



El tiempo de enfriamiento se encuentra en los datos almacenados y escritos en la
tabla para las temperaturas en cuestién.

V. DESALOJO DE LA CAMARA |

Objetivo - Medir ¢l tiempo de desalojo de la cdmara.

Meétodo : El ciclo automatico de la “prueba de desarrollo” en el sistema de control
del secador por congelacidn es utilizado para éste propésito.

Colocar ia presion de desalojo de la camara a 100 pbar en la imagen de la prueba de
desarrotlo.

La presion es medida con el indicador de vacio de la camara registrada
autométicamente por el procedimiento de prueba de desarrollo en el sistema de control del
secador por congelacion .

El resultado se encuentra en el almacenador de datos.

Criterio de Aceptacién : La cAmara es desalojada de la presiéon atmosférica a 100
ubar en 23 (+- 10 %) mas o menos .

Resultados:
. . . . Rechazado / # de
‘j Punto de Referencia Criterio de Aceptacion QObservaciones Aprobado Desviacion
Tiempo de evacuacion de la Menor o igual 2 23 (+-10%) T
| cdmara minutos B

VI, PRUEBA DEL INCREMENTO DE LA PRESION
Objetivo - Medir la compresion del aire del secador en frio .

Método : El ciclo automatico de la “prueba de desarrollo™ en ¢l sistema de control
del secador por congelacion es utilizado para este propdsito .

Colocar la prueba de duracion de fuga a 600 min en la imagen de la prueba de
duracién .

La presiéon es medida con el marcador de vacio en la camara, registrado
automaticamente por e] procedimiento de prueba de desarrollo en el sistema de control del
secador por congelacién .

El volumen de la cdmara y el condensador ha sido registrado en los documentos del
secador por congelacion . El tiempo de inicio es registrado cuando la condicién de presidn
estabilizada es alcanzada en la cdmara, (para no ser influenciado por criogénicos
potenciales 6 fendmenos degasificantes, la presion inicial de ensayo se identifica una hora



Parametros del Software para Ingresar.

Enfriamiento de Anaquel (°C) -65
Enfriamiento del Condensador -40
| Presion de Vacio (pbar) 100
Duracion de Examen de Presidn Elevada

) 600
(minutos)
Temperatura de Calentamiento (°C) 40

NOTA:

Un registro de la informacion del ciclo (nombre del formato del archivo: PE_XXXdta)
es anexado en el apéndice (éste apéndice es identificado, y su referencia es escritaen la
celda de Ia tabla que se encuentra abajo) estos datos son guardados bajo un nombre de
archivo y en disco duro o disco flexible.

IV. TIEMPO DE ENFRIAMIENTO DE ANAQUEL.

Objetive - Medir la velocidad de enfriamiento del aceite de siticon circulando entre los
anaqueles.

Meétodo - El ciclo automatico de la “prueba de desarrollo” en el sistema de control del
secador por congelacidn es utilizado para este propoésito, la prueba se desarrolla en una
camara vacia. Colocar la temperatura de enfriamiento de anaquel a -65°C para que se tenga
una velocidad de congelamiento maximo a -40°C y medir la temperatura minima de
anaquel alcanzada.

La prueba comienza cuando la temperatura del aceite de silicon esta por encima o
igual a 20°C .

La temperatura del aceite de silicon es registrada e impresa.

El resultado se encuentra en un almacenador de datos de la prueba de desarrollo
obtenida por ¢l sistema de control del secador por congelacién .

Criterio de Aceptacidn : La duracion a alcanzar es de —40°C partiendo de 20°C : 40
{+-10 %) minutos 0 menos. Temperatura minima de -65°C .

Resultados :
| Temperatura Inicial [ °C ]
Temperatura (°C) Tiempo Transcurrido ( min )
-20
-30
-40
-50




después del aistamiento del volumen a prueba). El tiempo final es registrado después del
tiempo total realizado (10 horas). El resultado se encuentra registrado en el almacenador de
datos.

Criterio de Aceptacidn : Incremento de presion, 1 x 107 (+ 10 % pbar L/s) 0 menos, es
obtenido cuando se alcanza una condicién de presién estable en la camara.

VII. TIEMPO DE CALENTAMIENTO DEL. ANAQUEL
Objetivo : Medir el tiempo de temperatura de calentamiento.

Método: Se utiliza el software de ayuda de la prueba de desarrollo en el sistema de
control de secado por congelacidon para éste proposito.

Para el inicio de la prueba la temperatura de los anaqueles debe ser menor o igual a
-40°C .

Colocar la temperatura de calentamiento del anaquel a +40°C en el esquema de la
prueba de desarrollo.

La temperatura de entrada del aceite de silicon es registrada e impresa.

Los resultados se encuentran en ¢l almacenador de datos de la prueba de desarrollo
colectados por el sistema de control del secado por congelacion.

Criterios de Aceptacion ; La temperatura sube de -40°C a +20°C desarrollada dentro
de 60 (+ 10%) minutos o menos. Esto es equivalente a una velocidad de temperatura de
1°C/ minuto.

Resulrados -
i Temperatura fnicial : T °C |
i Temperatura ( ° C ) Tiempo transcurrido ( min )
-20
0
+20
+40

VIII. OTRAS PRUEBAS DE CICLO
8.1 CICLO DE SECADO EN FRIO

Qbjetivo : Verificar que el ciclo de secado por congelacion se realice correctamente
de acuerdo al plan establecido.



Meétodo - Un plan de prueba (provisto por comprador y en acuerdo con USIFROID)
es escrito en la parte del submeni .

El plan se registra y guarda en ¢l correspondiente apéndice.

De cualquier forma USIFROID propone un plan estandar (ver mas adelante) .

Los datos del ciclo son almacenados y registrados en numero y graficamente en:
nombre del archivo de almacenamiento de datos para el ciclo de secado por congelacion:
(date).dta); para la obtencion de curvas: usar el software Winzoom. El nombre del archivo

para las graficas del ciclo es: (date) syn.

Criterigs de Acepracidn : El ciclo debe correrse y estar controlado a través de cada
uno de los segmentos del ciclo de acuerdo con los parametros dados en el plan.

Estado: El estado de la mé&quina para esta prueba es ¢l mismo que se requiere para
una corrida normal de ciclo de secado por congelacion.

3.2 CICLO DE DESCONGELAMIENTO.

Objetivo: El objetivo de fa prueba es revisar que el ciclo de descongelamiento se
realice correctamente de acuerdo al plan establecido,

Método: Un ciclo de descongelamiento se realiza después de un ciclo de secado por
congelacién, en modo automatico con parametros elegtdos.

La lista de los parametros integrados se imprime y encierra en el apéndice.
Se revisa visualmente que las bobinas del condensador estén libres de hielo después
del t¢rmino del ciclo.

Criterio de Aceptacion : Las bobinas del condensador deben estar libres de hielo
después del término del ciclo.

Condiciones de Inicio : Las condiciones de inicio para esta prueba son iguales a las
requeridas al realizar un ciclo de descongelamiento normal.

Resultados:
Punto de Criterios de Observaciones | Aprobado Rechazado / #
Referencia Aceptacion P de Desviacién
No debe ser
Control visual | ViSible el hielo
del condensador en el rollo
después de

enrrollado . .
terminar el ciclo

L de descongelam,




8.3 CICLO DE ESTERILIZACION.

Objetivo . Revisar que el ciclo de esterilizacion se realice correctamente y que todas
las pruebas de temperatura indiquen por lo menos 121°C durante el proceso de
estenlizacion.

Meétodo : Diez pruebas de temperatura se colocan dentro de la camara. Estas
posiciones son acordadas por USIFROIDE y son solamente restringidas por la longitud de
los cables de prueba y acceso a las partes de la cdmara, condensador y valvula de
separacion,

El canal de registro y nlimero de prueba deben ser registrados,
La lista de parAmetros ingresados es impresa y encerrada en el apéndice.

Llevar a cabo un ciclo de esterilizacién en modo automatico, Duracion minima del
cicio a una temperatura de esterilizacién es de 20 minutos.

Los registros de cada prueba son tomados cada 30 segundos por la validacién del
almacenador de datos y son entregados en forma numérica.

La informacion de ciclo es registrada, impresa en forma grafica y numérica
(nombre del archivo para el almacenador de datos del ciclo de secado en frio:
ST _XXXX.dta) para obtener las curvas: utilizar el software Winzoom. Nombre del archivo
para las curvas del ciclo de secado por congelacion : ST XXXX.syn) .

Criterio de Aceptacién: El ciclo es realizado y controlado a través de cada segmento
del ciclo de acuerdo con los parametros en el plan.

Todas las temperaturas registradas deben ser por encima de la temperatura de
esterilizacion (121°C) por 20 minutos.

La diferencia entre las pruebas de temperatura no deben exceder £ 1°C de la
temperatura promedio.

Las diferencias entre las pruebas de temperatura promedio y la temperatura
determinada no deben de exceder = 1°C.



APENDICE B

Diagrama de la liofilizadora
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APENDICE C

APARIENCIA DEL PRODUCTO LIOFILIZADO

Difarencias entre muestra 8 (izquierda) y muestra 1 (derecha)

Deferencias de tono en el taquete entre muestras, de izquierda a derecha, muestra 8 (café),
muestra 4 (rosada), muestra 2 {amarilla) y muestra 1 (blanca)



APENDICE D
GRAFICAS DE COMPORTAMIENTO DEL PRODUCTO

En estas gréaficas se aprecia el comportamiento de la temperatura del producto
relacionado a los cambios en las placas.
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Gréfica de comportamiento del producto para el ciclo de liofilizaciéon de la muestra 8



APENDICE E

TERMOGRAMAS DI LAS MUESTRAS DETERMIDAS EN DSC

ANALIZIE TERMICO
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ANALIFIE TERMICO
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APENDICE F
GRAFICAS DE NIR

Espectros en infrarroio cercano de las primeras 10 muestras
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APENDICE G

FOTOGRAFIAS DE CRISTALINIDAD

Fotografia en 40 x de la muestra 5

Fotografia en 40 x de la muestrg 2



APENDICE H
ESPECTROS EN INFRAROJO LEJANO
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APENDICE 1

ESPECTROS DE ABSORBANCIA A 200 nm Y 280 nm
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Gréfica de absorbancia de tas 20 muestras a 280 nm




