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1. RESUMEN

Los cristales liquidos (CL) son sistemas que proporcionan ventajas, como estabilidad
termodinamica, niveles altos de solubilizacién, mejor biodisponibilidad y proteccion
contra la oxidacion, que los convierte en una nueva clase de sistema de administracion
para farmacos inestables al utilizarlos en distintas formulaciones. Un ejemplo de estos
farmacos es, el ketoconazol, uno de los farmacos mas utilizados para tratar distintos
tipos de micosis, el cual se caracteriza por ser susceptible a la fotodegradacion vy
degradacion oxidativa, lo cual puede provocar que pierda su eficacia terapéutica. Por lo
que, el objetivo de este proyecto fue incorporar dos antioxidantes en combinacién y por
separado al sistema de cristales liquidos, los cuales estan cargados con ketoconazol,
esperando evitar la reaccidon de oxidacion que sufre este farmaco.

Se prepararon muestras de cristales liquidos a las que se les incorporaron los
antioxidantes butilhidroxitolueno (BHT) y acido ascérbico, que se probaron a dos
diferentes concentraciones, para posteriormente, realizar una prueba de estabilidad, la
cual consistié en someter las muestras a tres diferentes temperaturas, ambiente (20- 25
°C), refrigeracion (2- 2.3 °C) y en estufa (40 °C), tal prueba tuvo una duracién de un
mes, tiempo durante el cual las muestras fueron observadas y analizadas con respecto
a su aspecto fisico (color), su distribucion de tamaro de particula (DTP) y su pH.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, demuestran que el método optimizado
es eficaz para la obtencién de cristales liquidos con ketoconazol con las caracteristicas
deseadas como, un color blanco-azulado y una distribucion de tamano de particula
dentro de un intervalo de 80- 100 nm, ademas, durante la prueba de estabilidad
aplicada para identificar al antioxidante mas eficaz, resulté en que el antioxidante BHT
a una concentracién del 1 % a un pH de 7.00, mantiene estables las caracteristicas
fisicoquimicas antes mencionadas de los cristales liquidos cargados con ketoconazol,
como pH, tamafno de particula y aspecto fisico (color), el cual ademas se relaciona a la
eficaz protecciéon de la muestra contra la oxidacion que sufre el farmaco por su

fotosensibilidad.

Palabras clave: cristales liquidos, ketoconazol, antioxidante, Butilhidroxitolueno (BHT),

acido ascorbico.



ABSTRACT
Liquid crystals (LC) are systems that provide advantages such as thermodynamic
stability, high levels of solubilization, improved bioavailability and protection against
oxidation, making them a new class of delivery system for unstable drugs when used in
different formulations. An example of these drugs is ketoconazole, one of the most
widely used drugs to treat different types of mycoses, which is characterized by
photodegradation and oxidative degradation, which can cause it to lose its therapeutic
efficacy. Therefore, the objective of this project was to incorporate two antioxidants in
combination and separately to the liquid crystal system, which are loaded with
ketoconazole, hoping to prevent the oxidation reaction that this drug undergoes. Liquid
crystal samples were prepared to which the antioxidants butylhydroxytoluene (BHT) and
ascorbic acid were incorporated, which were tested at two different concentrations, to
subsequently perform a stability test, which consisted of subjecting the samples to three
different temperatures, room (20- 25 °C), refrigeration (2- 2.3 °C) and in an oven (40
°C). This test lasted one month, during which time the samples were observed and
analyzed with respect to their physical appearance (color), their particle size distribution
(PSD) and their pH. The results obtained in this research demonstrate that the
optimized method is effective for obtaining liquid crystals with ketoconazole with the
desired characteristics such as a bluish-white color and a particle size distribution within
a range of 80- 100 nm. In addition, during the stability test applied to identify the most
effective antioxidant, it resulted that the antioxidant BHT at a concentration of 1 % at a
pH of 7.00, maintains stable the aforementioned physicochemical characteristics of
liquid crystals loaded with ketoconazole, such as pH, particle size and physical
appearance (color), which is also related to the effective protection of the sample

against oxidation suffered by the drug due to its photosensitivity.

Keywords: liquid crystals, ketoconazole, antioxidant, butylhydroxytoluene (BHT),

ascorbic acid.



1. INTRODUCCION

La administracion de farmacos ha avanzado en los ultimos anos, por lo que, los nuevos
sistemas de administracion son métodos innovadores utilizados para transportar a los
farmacos al interior o a través del organismo, mejorando sus caracteristicas y buscando
que actuen unicamente sobre su objetivo, ademas de que no pierdan su eficacia,
seguridad y calidad, es por ello que los cristales liquidos son un ejemplo de estos
sistemas innovadores, ya que son capaces de proporcionar ventajas como, estabilidad
termodinamica, niveles altos de solubilizacidon, mejor biodisponibilidad, propiedades de
liberacién controlada de los agentes activos, ademas, que proporcionan proteccion
contra la hidrdlisis y la oxidacidn, convirtiéndolos en una nueva clase de sistema de
administracion de farmacos que son sensibles a estas reacciones (Shoaib, 2021).
Ademas de ser sistemas faciles de obtener, por medio de alguna de las dos técnicas
disponibles, como son, la aproximacion descendente (top down), el cual requiere
energia para dispersar un material en una disolucidn acuosa por homogeneizacion y
ultrasonicacién. Mientras que la otra técnica, conocida como aproximacién ascendente
(bottom up), requiere menor energia por la presencia de hidrétropos, los cuales
aceleran la solubilizacion de los lipidos insolubles (Shoaib, 2021).

Un ejemplo de estos farmacos propensos, es el ketoconazol, el cual es uno de los
farmacos mas utilizados como antimicotico, sin embargo, un inconveniente que se tiene
al incluirlo en formulaciones es que es una molécula susceptible a sufrir
fotodegradacién y degradacion oxidativa por la formacién de N-6xido en su anillo de
piperazina, ademas, esta oxidacion es visiblemente notable, ya que la muestra se torna
de una coloracion rosada. No obstante, esta condicién puede evitarse al proteger a la
muestra con ayuda de un antioxidante adecuado, ya que, de lo contrario, puede perder
eficacia terapéutica al cabo de unos dias (Bala, 2021).

Con base en lo anterior, en esta investigacién se busca incluir el ketoconazol en un
sistema de cristales liquidos y protegerlo de la oxidacién con la inclusion de
antioxidantes en la formulacién, tales como, el butilhidroxitolueno (BHT) y el acido
ascorbico, los cuales se adicionan de manera independiente y en combinacién, con el
objetivo de evaluar mediante una prueba de estabilidad su capacidad antioxidante y

determinar al que brinde los mejores resultados.



2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante del acido ascorbico y del butilhidroxitolueno (BHT) en la

estabilidad fisicoquimica del ketoconazol incluido en fases liquido-cristalinas.

3.2 Objetivos especificos

1.

Elaborar las dispersiones liquido-cristalinas mediante el método ya establecido

en el laboratorio de Farmacia Molecular y Liberacion Controlada (N- 106).

. Optimizar las formulaciones de las dispersiones liquido-cristalinas para

determinar el tiempo y energia de sonicacién apropiados para obtener.

Evaluar la capacidad antioxidante de BHT y acido ascérbico mediante el método
del radical libre DPPH.

Incorporar BHT y acido ascorbico de manera independiente y en combinacion en
las dispersiones para evaluar cual de ellos proporciona mayor estabilidad al
ketoconazol incluido en dichas dispersiones.

Evaluar la efectividad de los antioxidantes mediante un estudio de estabilidad

acelerada de acuerdo con la NOM 073.



4. MARCO TEORICO

4.1 Sistemas de administracion de farmacos

La administracion de farmacos ha avanzado en los ultimos anos, por lo que, los nuevos
sistemas de administracion son métodos innovadores utilizados para transportar a los
farmacos al interior o a través del organismo de manera mas efectiva, ya que,
dependiendo del tipo de sistema, pueden proteger al farmaco de la degradacién, evitar
que actuen de manera sistémica para que no afecten a todo el cuerpo y asi permitir
que aceleren la llegada hasta su 6rgano diana, también para reducir los efectos
secundarios, e incluso, maximizar el impacto del tratamiento. Volviéndose su principal
objetivo superar los obstaculos mas comunes que pueden presentar los farmacos, por
ejemplo, la baja solubilidad en agua, el alto peso molecular de las proteinas y péptidos
terapéuticos y la dificultad de lograr una liberacion dirigida y controlada del farmaco
(Ezike et al., 2023).

Ejemplos de estos métodos utilizados como estrategias de formulacién para enfrentar
los obstaculos que presentan algunos farmacos, se incluyen, la reduccién de tamafio
de particula, la adicion de tensoactivos, los sistemas de administracion de farmacos
basados en lipidos y los nanofarmacos, otro tipo de sistema que puede utilizarse como
vehiculo son los cristales liquidos (CL), ya que, son utilizados para mejorar la
biodisponibilidad, estabilidad y solubilidad de farmacos pocos solubles, ademas, no son
toxicos, faciles de manipular y pueden trabajar con moléculas tanto hidrofilicas como
hidrofébicas, lo que los vuelve de gran interés al momento de formular (Bala et al.,
2021).

En esta investigacion se utilizan los cristales liquidos como el sistema innovador para

almacenar un farmaco y estabilizarlo.



4.2 Cristales liquidos

Un cristal liquido (CL) es considerado como un estado de la materia, ya que, en 1888,
el botanico austriaco Friedrich Reinitzer observé que el benzoato de colesterol, un
material con el que trabajaba, tenia dos puntos de fusion distintos, ademas, en sus
experimentos noté que al aumentar la temperatura de una muestra sélida, esta se
transformaba en un liquido turbio y a medida que seguia aumentando la temperatura, el
material volvia a convertirse en un liquido claro y transparente, dando lugar al

descubrimiento del estado cristal liquido (Fernandez, 2023).

Los cristales liquidos son materiales termodinamicamente estables, intermedios entre
los estados liquido y solido, ya que, presentan la caracterizacion mecanica de un
liquido (fluidez) y la caracterizacion optica de un cristal solido (anisotropia o6ptica)
(Shoaib, 2021). Se caracterizan por tener una apariencia ligeramente transparente, con
un color blanco-azulado, ademas, se consideran como un estado mesomorfico, es
decir, sus moléculas no estan tan ordenadas como las de un sdlido, y tienen un cierto
grado de ausencia de orden como las de un liquido (Chavda, 2022). A continuacién, en

la figura 1, se puede observar el orden de las moléculas de un cristal liquido.

Figura 1. Orden de orientacion de las moléculas de un cristal liquido.
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NOTA. Se observa que en el estado soélido, las moléculas estdn muy ordenadas, mientras que en el
estado liquido, no tienen ningun orden especifico, por lo que las moléculas en cristal liquido se

encuentran entre las caracteristicas del estado sélido y el liquido. Imagen tomada de (Fernandez, 2023).

Estas propiedades que los ubican como mesofases, van a ser parte de una
clasificacion, la cual se determina en funciéon del proceso de su obtencién, ya sea en

termotrépicos o liotropicos.



4.3 Clasificacion de los cristales liquidos

Los cristales liquidos se van a clasificar en dos grupos, termotrépicos, que si lo
analizamos, la palabra termotropica proviene del griego thérme, calor, y tropé, cambio,
es decir, las moléculas cambian de forma debido a la temperatura y se forman al
calentar sdlidos a una temperatura caracteristica para cada sustancia, ya que a otra
temperatura mayor, desaparece el orden a nivel molecular y el sistema presenta
caracteristicas de un liquido ordinario; existen dos tipos principales de los cristales
liquidos termotrépicos, los cuales son, esmécticos, estos se dan conforme la
temperatura comienza a incrementar, por lo que existe un arreglo de tipo laminar, asi
como un movimiento traslacional y rotacional de las moléculas, por otro lado se
encuentran los de tipo nematicos, los cuales se dan al incrementar aun mas la
temperatura, provocando que las moléculas se difundan hacia afuera de la estructura
inicial y opten un aforma tipo enrejado, asi hasta llegar a la temperatura mas alta en la
que se transforman en un liquido, a continuacion en la figura 2, se pueden observar

estos comportamientos de los cristales liquidos termotrépicos (Nalone et al., 2020).

Figura 2. Estructura de las fases de los cristales liquidos termotropicos, nematica y esméctica
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Imagen tomada de (Nalone et al., 2020).

Mientras que el otro grupo de la clasificacién son los cristales liquidos liotropicos,
donde el término liotrépico proviene de “lyo” que significa "solvente" y “tropico” que
significa “cambio”, por lo que, estos estan en funcién de la concentracion del material y
se van a formar mediante la formacién de micelas con la ayuda de un agente
tensoactivo (Shoaib, 2021).



Los cristales liquidos liotrépicos son los mas utilizados en formulaciones tanto
farmacéuticas como cosméticas, se clasifican ademas en, las fases laminares (La), que
son bicapas de moléculas de una sustancia anfifilica separadas entre si por capas de
agua; fases hexagonales, de la cual existen dos tipos, la hexagonal normal (H)), la cual
esta constituida por micelas cilindricas dispuestas en un reticulo bidimensional
hexagonal y el agua forma una fase continua que llena el espacio entre los cilindros; y
la otra fase, la hexagonal inversa (H,), que posee nucleos de agua rodeados por los
grupos polares de las moléculas o iones de las sustancias anfifilicas; y por ultimo, fases
cubicas (Q), las cuales poseen una viscosidad muy elevada y tienen una mayor
capacidad de carga de farmaco, sin embargo, debido a la prevalencia de agua, no
puede integrar farmacos altamente solubles en agua (Chavda, 2022). En la figura 3, se

muestra la estructura de las fases de los cristales liquidos liotropicos.

Figura 3. Estructura de las fases de los cristales liquidos liotrépicos.
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Imagen tomada de (Chavda, 2022).

Por lo que, una forma de obtener un sistema de cristales liquidos termotrépicos donde
las moléculas cambian de forma debido a la temperatura; es calentando la forma sélida
cristalina de una sustancia especifica para transformarla en su forma cristalina liquida
(PCC, 2023). Por otro lado, para obtener un sistema de cristales liquidos liotrépicos, se
requiere disolver moléculas que se sabe que existen en fases de cristal liquido en un
disolvente adecuado, dado que estos estan en funcion de la concentracion del material
y se van a formar mediante la formacién de micelas, para el cual se requiere la ayuda

de un agente tensoactivo (Shoaib, 2021).



De acuerdo con (Chavda, 2022), existen dos métodos establecidos por los cuales se

pueden obtener estos sistemas de cristales liquidos.

4.4 Métodos de obtencidén de cristales liquidos

Para estos sistemas se pueden aplicar dos técnicas de obtencién, la primera, llamada
aproximacion descendente (top down), la cual, consiste en hidratar la mezcla de los
lipidos que forman la estructura y los estabilizantes, para de esta manera permitir el
autoensamblado en un material viscoso, y por ultimo, este material es dispersado en
una disolucién acuosa por homogeneizacion y ultrasonicacién, esta ultima es la que
permite la obtencidon de un sistema con un tamafio de particula pequefio, para la
administraciéon de medicamentos, las nanoparticulas de cristal liquido suelen tener un
tamafo de alrededor de 80- 100 nandmetros (Kim et al., 2016), lo cual permite una
velocidad alta de disolucion y mayor biodisponibilidad, eficaz al formular con farmacos
poco solubles. Mientras que, la otra técnica conocida como aproximacion ascendente
(bottom up), requiere energia baja, ademas de la presencia de un hidrétropo para que
al adicionar un medio acuoso al sistema, los lipidos insolubles en agua presentes

reduzcan esa caracteristica y se disuelvan mas rapido (Chavda, 2022).

Ademas, como ya se menciond el tamafio de particula es importante para obtener
cristales liquidos funcionales, y dicho tamafo se logra obtener cuando se le aplica

ultrasonicacion a la muestra.

4.5 Ultrasonicacion

En los ultimos afos, la ultrasonicacion ha sido relevante por su capacidad de mejorar la
morfologia y la forma de cristales, asi como regular el tamafio de las particulas y la
distribucion de los productos cristalinos, dado que estos suelen presentar
inconvenientes como bajo rendimiento, aglomeracién de cristales, tamafo de particula
desigual y desviacion significativa del tamafo esperado. El ultrasonido es una onda de
presion sonora oscilante, la cual se encuentra dentro de un intervalo de frecuencia de
15 kHz- 10 MHz, cuando este se aplica a través de un sistema liquido, los cambios de

presién pueden provocar beneficios como reducir el tamafio de las particulas, sin



embargo, debido al aumento de la energia ultrasénica, se puede ocasionar corrosién o
desgaste del equipo ultrasénico, ademas, de causar efectos térmicos y aumentar la
temperatura de la muestra sometida a este proceso. Por lo que, es indispensable
identificar las condiciones éptimas para realizar este proceso sin ocasionar pérdida de
la estabilidad de las muestras, estos parametros se pueden determinar mediante el
conocimiento de la relacidén entre el disefio del reactor ultrasénico, el tipo de muestra a

realizar y el tamafio de particula deseado (Xiang et al., 2024).

Esta tecnologia depende de tres parametros principales, que se convierten en los
parametros mas criticos que deben controlarse durante el proceso, los cuales son, el
tiempo de ultrasonicacion, es decir, el tiempo de duracion de cada ciclo, asi como el
numero de estos aplicados, otro parametro es la amplitud, la cual es altura maxima de
una onda, haciendo referencia a la intensidad del sonido y por ultimo, la potencia (o
energia), que es la cantidad de energia transferida por la vibracion, la cual se mide en
Watts (W) (Nugroho et al., 2023).

Al ejecutar de manera correcta el proceso de obtencion de cristales liquidos vy
comprender la importancia de conocer el fin para el que seran utilizados, con el objetivo
de determinar los parametros correctos, es necesario conocer el contexto en los que

estos pueden ser de utilidad en la industria.

4.6 Aplicaciones de los cristales liquidos

Estos sistemas al proporcionar ventajas como, estabilidad termodinamica, altos niveles
de solubilizacion, biodisponibilidad mejorada, propiedades de liberacién controlada y
proporcionar proteccion contra la hidrdlisis y la oxidacién, son utilizados en la industria

como una nueva alternativa para administrar farmacos (Shoaib, 2021).

Dado que la baja solubilidad de muchos farmacos es una de las principales
problematicas que se presentan, ya que influye en su biodisponibilidad y por lo tanto en
la eficacia de su efecto, en ocasiones como solucién a esta problematica es necesario
aumentar la dosis para lograr el efecto terapéutico deseado, lo que puede provocar un

incremento en la toxicidad y en los efectos secundarios en el paciente (UCM, 2020);



por lo que, una manera de evitar esto es utilizar a los cristales liquidos como una
posible solucién debido a que son estructuras que permiten encapsular y transportar
farmacos con baja solubilidad, volviéndose alternativas necesarias para asegurar la
seguridad del paciente. De acuerdo con lo anterior, algunos ejemplos de farmacos que
pueden ser incluidos en dispersiones liquido-cristalinas, son principalmente aquellos
pertenecientes a la clasificacion Il del sistema de clasificacion biofarmacéutica, ya que,
son reconocidos por sus propiedades de gran permeabilidad pero con una solubilidad
baja, ademas, se pueden incluir a aquellos que ademas pueden ser susceptibles a la
degradacion por otros factores, como, la temperatura, la luz o el pH; un ejemplo de

estos farmacos son el diazepam, fenobarbital, ketoconazol, etc (ILAPHAR, 2020).

El ketoconazol es uno de los farmacos mas utilizados en la industria, gracias a que su
actividad antimicética es utilizada para el tratamiento de enfermedades infecciosas
producidas por hongos, las cuales son muy frecuentes en la poblacién y afectan a la
piel o las mucosas, segun una revision de enero de 2024, se estima que 6.5 millones
de personas se ven afectadas por infecciones fungicas invasivas cada afo (Denning,
2024).

4.7 Ketoconazol

El ketoconazol es un farmaco antifungico imidazélico, actualmente es el unico miembro
de los imidazoles que se utiliza para el tratamiento de infecciones sistémicas, es un
farmaco que provoca la detencién del crecimiento de las células fungicas ya que impide
el crecimiento y la propagacion del hongo por todo el cuerpo. Su mecanismo de accion
es inhibir la sintesis de ergosterol al interaccionar con una enzima, del citocromo P450,
llamada 14-a-desmetilasa, cuya funcion es convertir lanosterol a ergosterol, afectando
asi a la estructura y viabilidad de la membrana afectando asi a el crecimiento del hongo

ya que es un componente esencial de este (AEPED, 2015).



En la figura 4 se puede apreciar la ruta de sintesis del ergosterol y en donde el

ketoconazol actua para impedir este proceso ejerciendo su actividad antimicética.

Figura 4. Ruta de sintesis del ergosterol y la participacion del ketoconazol en la interrupcién del proceso

al interaccionar con la enzima 14-a-desmetilasa.
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Elaboraciéon propia adaptada de la fuente (Santiago A., 2014).

El ketoconazol ademas, es un polvo blanco, practicamente insoluble en agua (0.01
mg/mL), soluble en metanol (2.88 mg/mL), tiene un punto de fusion de 146- 147 °C,
tiene una masa molecular de 531.44 g/mol, tiende a ser mas estable a un valor de pH
dentro de un intervalo de 6- 7 (Skiba et al., 2000), su férmula quimica es C,sH»sCILN,O,,
en su estructura presenta grupos aromaticos, de los cuales dos son grupos basicos y
responsables de sus valores de pka, estos son, la piperazina y un anillo imidazol con
un pka de 2.94 y de 6.51 respectivamente, ademas de un logP de 4.3, por lo que, es
dificil de solubilizar en medio acuoso, principalmente en medios alcalinos (Romero,
2018).



A continuacion, en la figura 5 se puede apreciar la estructura quimica del ketoconazol.

Figura 5. Estructura quimica del ketoconazol.
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Por otro lado, al ser una base débil, puede presentar degradacion oxidativa,
especialmente en medios acuosos, la formacién del producto de la degradacién
oxidativa se presenta debido a la formacion de un N-6xido en el anillo de piperazina del
ketoconazol, el cual contiene dos atomos de nitrégeno, de los cuales, el par de
electrones en el nitrdgeno unido al grupo carbonilo participa en la deslocalizacion por
resonancia con este grupo, por lo tanto, el N-6xido es mas probable de formarse en el
nitrdgeno que esta unido al grupo fendlico (Mhaske, 2011). A continuacion en la figura

6, se muestra la molécula de ketoconazol y el producto al sufrir degradacién oxidativa.

Figura 6. Producto de la molécula de ketoconazol al presentar degradacién oxidativa.
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NOTA. La reaccién de oxidacion ocurre en el anillo de piperazina, en donde, la pérdida de un electrén del
nitrégeno unido al grupo fendlico se une a un oxigeno para formar un N-6xido. El grupo encerrado en el
recuadro rojo en la imagen de la izquierda, corresponde al anillo de piperazina del ketoconazol, mientras
que, el grupo encerrado en el recuadro rojo de la imagen de la derecha, corresponde al producto de la

degradacion oxidativa, el grupo N-6xido. Elaboracion propia adaptada de la fuente (Mhaske, 2011).



Ademas el ketoconazol puede sufrir fotodegradacion y oxidacién térmica, la cual puede
ocurrir al exponerlo a condiciones térmicas mayores a 60 °C, una forma de identificar la
oxidacion del ketoconazol es mediante la inspeccidén visual, ya que, el compuesto

adquiere una tonalidad rosada al oxidarse (Mhaske, 2011).

Una manera de entender como es que la oxidacion es capaz de perjudicar en la
estabilidad de un farmaco, es conociendo los principios basicos de esta (Fernandez,
2023).

4.8 Oxidacion

La oxidacién es la segunda via de degradacion mas comun de los productos
farmacéuticos después de la hidrdlisis. La oxidacion es la pérdida de electrones por
parte de la molécula, la cual puede ocurrir por exposicidon factores externos que pueden
provocar degradacion oxidativa, ya sea causando un dafo directo o actuando como
catalizadores en la reaccion de oxidacion, algunos ejemplos de estos son, la exposicion
a la luz (foto-oxidacién), contacto con especies reactivas oxidantes (ROS, RNS o RSS),

alteracion en el pH, aumento de temperatura, entre otros.

Por lo tanto, para evitar que farmacos sufran alguna de las reacciones de oxidacion es
recomendable protegerlos contra la luz, evitar contacto con metales pesados y evitar
temperaturas elevadas (>70 °C), asi como la adicion de antioxidantes en su

formulacion (Checa, 2017).

4.9 Antioxidantes

El uso de antioxidantes en la formulacion de productos farmacéuticos desempefian un
papel vital como mecanismos de conservacion, ya que son utilizados para prevenir la
oxidacion de estos (Losada-Barreiro et al., 2022); la actividad de cada antioxidante
dependera de su mecanismo de accion, por ejemplo, como agentes inhibidores, donde
se encargan de prevenir la reaccidn en cadena de radicales, ya que reaccionan
atacando a los iniciadores de estos, ademas, pueden ser efectivos bloqueando o
ralentizando las reacciones de las biomoléculas con los radicales libres mediante la

transferencia de electrones a los radicales libres e inhibiendo el proceso oxidativo,



ejemplos de antioxidantes que actuan de esta manera son, el butilhidroxianisol (BHA) y
el butilhidroxitolueno (BHT); otro mecanismo con el que actuan es como agentes
reductores, en este caso, van a auto-oxidarse selectivamente y asi proteger al sustrato
mediante reactividad competitiva, un ejemplo de un antioxidante que actua con este

mecanismo es el acido ascérbico (Gabric, 2022).

4.9.1 Acido ascorbico

También llamado vitamina C fue descrito y aislado por primera vez en 1928 por el
bioquimico hungaro Albert Szent-Gyoérgyies, es un antioxidante soluble en agua, se
encuentra de forma natural en frutas citricas y en muchas verduras, dado que es un
nutriente esencial en la dieta humana y es necesario para mantener el tejido conectivo
y los huesos, es por ello que ha mostrado tener gran solubilidad acuosa y baja
toxicidad, ademas, funciona como agente reductor y coenzima en varias vias
metabdlicas, entre las funciones destacables de la vitamina C, se destaca su actividad
como antioxidante, ya que actua protegiendo del dafio de los radicales libres al
participar en la regulacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), o
estimulando la biosintesis y la activacion de enzimas antioxidantes, como la superdxido
dismutasa, la catalasa o la glutatién peroxidasa. El acido ascérbico al ser uno de los
antioxidantes mas utilizados en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, se
ha reportado que en formulaciones que incluyen ketoconazol, la concentracion utilizada
va desde el 0.1 % hasta el 0.5 % en m/v, su formula quimica es C¢HsOg (Gegotek &
Skrzydlewska, 2023). La estructura quimica de este antioxidante puede visualizarse en

la siguiente figura (figura 7)

Figura 7. Estructura quimica del acido ascorbico.
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4.9.2 Butilhidroxitolueno (BHT)

El hidroxitolueno butilado (BHT) es un antioxidante sintético utilizado en productos que
contienen grasas y aceites ya que es capaz de retardar la oxidacion lipidica mediante la
eliminacién de radicales libres, ademas, es el antioxidante fendlico mas comunmente
utilizado y reconocido como seguro, debido a su capacidad de eliminar los grupos
superoxido del aire mediante los atomos de O del grupo hidroxilo fendlico y los atomos
de C del anillo de benceno, tiene el aspecto de un polvo blanco cristalino, es insoluble
en agua, y soluble en aceites y disolventes como el etanol, ademas, se ha reportado
que en formulaciones que incluyen ketoconazol, la concentracion utilizada va desde el
0.03 % hasta el 0.1 % en m/v, por otro lado, tiene un peso molecular de 220.356 g/mol
y su formula molecular es C;sH,,0 (Li, 2023). En la figura 8, se observa la estructura

quimica de este compuesto.

Figura 8. Estructura quimica del butilhidroxitolueno (BHT).
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4.10 Evaluacién de efecto antioxidante

Una manera de asegurar que un antioxidante cumple su funcion, es mediante métodos
de evaluacion de efecto antioxidante, debido a su capacidad para reducir el estrés
oxidativo es importante medir la actividad/capacidad antioxidante para garantizar su
calidad, existen numerosos ensayos para la medicion de este efecto, uno de los mas
utilizados es el método del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), la prueba de
neutralizacion DPPH se basa en la donacion de electrones de los antioxidantes para
neutralizar el radical DPPH, que en solucion en metanol es de color violeta intenso, se

mide con ayuda de un espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm, a la cual



es medida la absorbancia a la cual la solucion DPPH reacciona con un antioxidante,
entonces, el color violeta presente en la solucion inicial se desvanece, pasando del
color violeta a un color amarillo, indicando propiedades antioxidantes de las muestras

analizadas (Munteanu & Apetrei, 2021).

Para indicar el porcentaje de captacién de DPPH, es decir, la pérdida del color purpura
a amarillo cuando se agrega un compuesto antioxidante, se utiliza la siguiente férmula,

donde (A), es la absorbancia de la muestra (Ruiz, 2020).

A=A
% de Captacion DPPH = —=<=—"= x 100
inicial
Dado que es importante comprobar la estabilidad de las muestras, estas pueden ser

sometidas a protocolos de estabilidad acelerada.

4.11 Prueba de estabilidad acelerada

El propésito de los estudios de estabilidad es proveer evidencia sobre la variacion en la
calidad de una sustancia o producto farmacéutico en el tiempo, bajo diferentes tipos de
condiciones, como la temperatura (ambiente a 20- 25 °C, refrigeracion 2- 2.3 °C y/o
estufa a 40 °C), humedad (75 % = 5 %) e iluminacién (luz visible, luz ultravioleta u
oscuridad) y, de esta manera lograr establecer el periodo de validez del producto, asi
como el material de envase elegido y sus condiciones de almacenamiento, estos
estudios acelerados son disefiados para aumentar la tasa de degradacion quimica o la
modificacion fisica de los productos, usando condiciones extremas de almacenamiento,
con el propésito de predecir el periodo de validez tentativo en las condiciones de
almacenamiento comercial, estos estudios pueden tener una duracion de uno, tres y
seis meses, siendo el tiempo recomendado para tener una vision clara de su
comportamiento, las formulaciones tépicas con ketoconazol tienen una vida media de
30 dias, tiempo después al que la oxidacién degrada al principio activo y disminuye la
estabilidad (Hussain et al., 2022).

Ademas de estas pruebas, es importante considerar otras técnicas de caracterizacion,

como una manera de asegurar que todos los componentes que conforman a la



muestra, trabajen en armonia y no afecten no afecten las propiedades del sistema que

se esta obteniendo.

4.12 Caracterizacién de cristales liquidos

La caracterizacion es un proceso fundamental en el desarrollo y evaluacién de los
productos farmacéuticos, como una manera de conocer las propiedades fisicas y

quimicas de los componentes del sistema, lo que ayuda a optimizar las formulaciones.

4.12.1 Aspecto fisico

Las dispersiones se caracterizan en funcion de su aspecto fisico (color), una muestra
de cristales liquidos estable tiene un color blanco-azulado, ligeramente translucida
cuando es vista a contraluz, por otro lado, una muestra de cristales liquidos cargada
con ketoconazol, se mantiene el color inicial, ya que el color de la muestra esta
influenciado por la estabilidad del farmaco, en este caso, si el farmaco se oxida, se va a
apreciar de manera fisica, ya que ocurre un cambio de color a un tono rosa, ademas,
no se deben presentar sedimento ni particulas sin disolver en las paredes o el fondo del
envase que almacena la formulacion, de esta manera, se asegura una correcta

incorporacion de los componentes de la muestra (Mhaske, 2011).

4.12.2 Distribucion de tamano de particula (DTP)

El analisis del tamafo de particulas es una técnica para determinar la distribucion de
tamafos en una muestra de un solido o un liquido, es una herramienta que se basa en
la dispersion laser, es decir, se basa en la relacion entre el tamafio de las particulas
y el angulo y la intensidad de la luz dispersada, por lo que, el analisis se determina
en funcion del angulo y la intensidad de la luz dispersada por las particulas de la
muestra y lo transforma en una distribucion de tamano de particulas, para esta
investigacion, se utiliza el equipo marca: Horiba® (Analizador de distribucién de tamafo
de particulas por dispersion laser, modelo LA- 950V2), el cual, es un instrumento de
difraccion laser que mide tamarno de particulas desde 1 nm a 30 mm, ademas, cuenta
con una celda de fraccidn y un agitador magnético como accesorios (HORIBA
Scientific, 2024).



A continuacién, se describe el procedimiento para determinar tamafo de particula con

el equipo Horiba®.

1.

Se enciende el equipo una hora antes de realizar el analisis ya que debe pasar
por un proceso de estabilizacion.

Encender la computadora y abrir la carpeta LA-950V2, programa en el cual se
observan los resultados del analisis, después, se selecciona la opcién alinear y
se espera a que termine la operacion.

Una vez completa la alineacion, se coloca el blanco, el cual se determina de
acuerdo a la muestra a analizar, en el caso de los cristales liquidos, el blanco es
agua desionizada, de la cual se toman 20 mL y se colocan dentro de la celda de
fraccidn, se introduce la celda en el equipo y en el programa se selecciona la
opcion “blanco” y se espera a que se termine la accién.

Una vez analizado el blanco, este se sustituye por la muestra de cristales
liquidos, de la cual se toman 20 mL y se introducen en la celda de fraccion,
ademas, se coloca el agitador magnético, una vez lista la celda con la muestra 'y
el agitador, se coloca dentro del equipo y se activa la agitacidon, después, en el
programa se selecciona la opcién “medicion” y se espera a que se arrojen los
resultados.

El programa despliega un histograma, en el cual, se observa el tamafo de
particula, el cual debe estar dentro del intervalo de 80- 100 nm, ademas, no se
debe observar la presencia de segundas poblaciones para asegurar un sistema
homogéneo estable.

Al finalizar, la celda y el agitador se lavan y se guardan en su respectivo estuche.



5. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental se realizé en el laboratorio N- 106 de Farmacia Molecular y
Liberacién Controlada de la Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco,

misma que proporciond los reactivos necesarios para la investigacion.

5.1 Materiales

Los materiales utilizados para la preparacion de las dispersiones de cristales liquidos
son, monooleato de glicerol (Peceol®, de Gattefosé®), propilenglicol monolaurato
(Lauroglycol®, de Gattefosé®), poloxamero P407 (Kolliphor® 407 micro Geismar, de
BASF Pharma®), ketoconazol (Quimica LUFRA, S.A. de C.V.), Butilhidroxitolueno BHT
(hebbe®), acido ascérbico (Meyer®) y agua destilada.

5.2 Método

5.2.1 Preparacion de las dispersiones de cristales liquidos

Las dispersiones se realizaron mediante el método ya establecido en el laboratorio de
Farmacia Molecular y Liberacién Controlada de la UAM unidad Xochimilco. A
continuacion en la tabla 1, se presentan las cantidades necesarias para la formulacion

de los cristales liquidos.

Tabla 1. Cantidad de cada componente para la formulacion de cristales liquidos.

Materia prima Cantidad

(nombre comercial)

glicerol monooleato 1669
propilenglicol monolaurato 1.66 g
poloxamero 407 1.66 g
ketoconazol 0.304g

Agua destilada 94.7 mL




Procedimiento

Se precalentaron dos parrillas a 50 °C.

2. Para los componentes que conforman los cristales liquidos, se pesaron, el
glicerol monooleato, propilenglicol monolaurato, poloxamero 407 vy el
ketoconazol, ademas, del agua destilada.

3. Preparacion de la fase acuosa: en un vaso de precipitados de 150 mL, se
agrego el agua destilada y se calentd en una de las parrillas precalentadas hasta
que alcanzé una temperatura de 50 °C, ademas, se colocd un agitador
magnético en el vaso y se agitdé la muestra a 500 rpm hasta que alcanzé la
temperatura antes mencionada.

Etapa 3.1. Se agrego el antioxidante acido ascorbico a la fase acuosa y se
mantuvo con la agitacion y temperatura constantes hasta su completa
incorporacion.

4. Preparacion de la fase oleosa: en un vaso de precipitados de 100 mL se agregd
el glicerol monooleato y el propilenglicol monolaurato, se coloco en la parrilla y,
ademas, se agregd un agitador magnético para agitar la muestra a 500 rpm
mientras se calentd a una temperatura de 50 °C, se mantuvo asi hasta la
completa integracion de los componentes.

5. Una vez incorporados los componentes, se agregd el poloxamero 407 poco a
poco, mientras, se mantuvo a una temperatura de 50 °C y una agitacion a 500
rom hasta que se integré por completo a la mezcla.

Etapa 5.1. Se agrego el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) a la fase oleosa y
se mantuvo con la agitacion y temperatura constantes hasta su completa
incorporacion.

6. Al estar lista la fase oleosa se agregd el ketoconazol a la mezcla de lipidos
fundidos con la agitacion y temperatura constantes hasta la completa
incorporacion.

7. Una vez lista la fase oleosa, con ayuda de una pipeta Pasteur, se adicioné
lentamente sobre |la fase acuosa previamente preparada, mientras se mantuvo la
temperatura de 50 °C y una agitacion de 500 rpm durante una hora.

8. Al pasar la hora de agitacion a 50 °C, se quitd la temperatura y se dejé en



agitacion durante nueve horas a 500 rpm para una total integracion de las fases.

9. Se sonico la muestra una vez pasado el tiempo de agitacion de la muestra.

10. El sonicador se configurd con los siguientes parametros: ciclos: 100 %, amplitud:
80 %, duracion de cada ciclo: 2 minutos.

11. Para los cristales liquidos, se aplicaron dos ciclos de sonicacion de dos minutos
cada uno. Entre cada ciclo se registré la temperatura y la potencia.

12.Se dejo enfriar la muestra a temperatura ambiente (20- 25 °C) y una vez fria la
muestra, se filtré al vacio a través de un papel filtro Whatman No. 2.

13.Por ultimo, se trasvasd la muestra en un recipiente previamente lavado, se
etiquetd y almacend en un lugar oscuro protegido de la luz para garantizar su

conservacion.

5.2.2 Adicion de antioxidantes

Los antioxidantes se agregaron de manera independiente y en conjunto a diferentes
concentraciones, en el procedimiento anterior se especifica el momento en el que se
agregan, el acido ascorbico (etapa 3.1) y el butilhidroxitolueno (etapa 5.1). A
continuacion, en la tabla 2, se muestran las distintas concentraciones en las que se

adicionaron los antioxidantes.

Tabla 2. Cantidad de antioxidante requerida para cada concentracién de las muestras de cristales
liquidos.

Cantidad de antioxidante para la formulacién de cristales liquidos

Antioxidante Cantidad (g)
Combinacion de | acido ascorbico 0.5
antioxidantes 3 %
BHT 0.05
1%:0.01¢g
acido ascorbico
3%:14g
1%:0.03 g

butilhidroxitolueno (BHT)

3%:01g




5.2.3 Ajuste de pH

El pH de los cristales liquidos es de 7. Para el ajuste de pH de las muestras, se prepard
una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.0 (Fosfato monobasico de potasio- fosfato
dibasico de potasio) y se agrego la solucion poco a poco a las muestras de cristales

liquidos, mientras se midi6 el pH con un potencidmetro, hasta llegar a un pH de 7.00.

5.2.4 Analisis estadistico

Se realizé un disefio experimental 23, el cual es un tipo de disefio experimental que
permite evaluar los efectos de dos variables independientes (una con dos niveles y la
otra con tres niveles) sobre una sola variable dependiente, se desarrollé con ayuda del
programa Minitab Statistical Software, el cual es un programa que permite realizar
disefio de experimentos (DOE), el programa desarrollé un orden estadistico para la
elaboracién de cada muestra con el fin de asegurar aleatoriedad y las diferentes
combinaciones de las variables que se le van a realizar a cada una. En este caso, para
el disefio experimental, se evaluaron las siguientes variables, la combinacién de
antioxidantes (BHT y acido ascdrbico), a una concentracion del 1 % o 3 %, el tiempo de
agitacion, durante 5 h o 10 h y por ultimo, los ciclos de sonicacién, donde se aplicaron
dos o cuatro ciclos a las muestras, ademas por cada combinacion de variables, se
realizé un triplicado. Mientras que, para evaluar los resultados, se fij6 como variables
de respuesta, el matiz de color de la muestra, ya sea, rosa (muestra oxidada), o
blanco-azulado (muestra no oxidada), la ausencia de sedimento en el fondo o las
paredes del frasco que almacena la muestra y por ultimo, la distribuciéon de tamano de
particula (DTP), buscando una unica poblacién con un tamafio de particula dentro del

intervalo de 80- 100 nm.



6. RESULTADOS

6.1 Propiedades fisicas

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir de las formulaciones de
cristales liquidos placebo, las cargadas con ketoconazol y con la adicion de los
diferentes antioxidante, ademas, de las pruebas realizadas para optimizar el proceso y
obtener la mejor version de la formulacién de cristales liquidos con las caracteristicas

deseadas.

Los cristales liquidos cargados con ketoconazol se prepararon de acuerdo con el
procedimiento establecido, por lo que, como primer paso para observar el
comportamiento de la muestra, dado que el aspecto fisico es el principal parametro
para determinar si hay oxidacion, se analizd de manera visual, ya que, se espera
obtener una muestra con un color blanco-azulado y se mantenga, porque un cambio

del color a un tono rosa, indica que el farmaco sufrié oxidacion.

Ademas del analisis fisico de las muestras de cristales liquidos, también se indica que
deben presentar una distribucion de tamano de particula (DTP) con un promedio de
tamafo dentro de un intervalo de 80- 100 nm , el cual se midié utilizando el equipo

Horiba®, del cual, su procedimiento fue descrito previamente.

A continuacion, en la tabla 3, se presenta una comparacion entre una muestra
considerada como visualmente ideal y de una muestra con el cambio de coloracién a
rosa, indicando una muestra visualmente oxidada, ademas, de los resultados de la
distribucion de tamafo de particula de la muestra de cristales liquidos no oxidada, ya
que sirve como referencia del resultado que se debe esperar de acuerdo con lo

establecido anteriormente.



Tabla 3. Aspecto fisico de las muestras de cristales liquidos cargados con ketoconazol, tanto una
muestra visiblemente sin oxidacion (a), como una muestra visiblemente oxidada (b). Ademas de los

resultados de distribucion de tamafio de particulas de la muestra no oxidada.

Aspecto fisico (color) de muestras de cristales liquidos cargados
con ketoconazol

Muestra sin oxidacion Muestra oxidada

DTP
I*s
Tamano de particula (promedio): 304
97.91 nm ]

4
No se observa la presencia de i
segundas poblaciones +

De acuerdo con los resultados obtenidos, el método establecido cumple con el
proposito de obtener muestras de cristales liquidos, con las caracteristicas esperadas,
tanto en el aspecto fisico (color), dado que se muestra con un color en un tono
blanco-azulado, ademas de que se observa ligeramente translucida y sin sedimentos
en las paredes o el fondo del frasco, en cuanto a la distribucion de tamafio de particula,
no se observan segundas poblaciones en el grafico y presenta un tamafo de particula

promedio de 97.91 nm, por lo que se encuentra dentro del intervalo establecido.



Aunque en el grafico de la distribucion de tamano de particula se observa un tamano
adecuado, la distribucién de tamafio se visualiza amplia, lo que indica polidispersidad,
dado que se busca obtener la minima polidispersidad posible, y como uno de los
objetivos del proyecto, se buscd optimizar el proceso de sonicacidn como una manera

de reducir el tamafo de particula y por lo tanto la polidispersidad.

6.2 Sonicacion

6.2.1 Importancia de la sonicacion en la obtencion de cristales liquidos

Como uno de los objetivos de la investigacion es optimizar y establecer las condiciones
del numero de ciclos de sonicacidon para la obtencion de las dispersiones
liquido-cristalinas, ya que, es una etapa critica del método para generar distribuciones
de tamano de particula dentro de un intervalo de 80- 100 nm y poca polidispersidad,

por lo que, se asegura una muestra con uniformidad en el tamafo de sus particulas.

A continuacién, en la tabla 4 se presenta un ejemplo de dos muestras de cristales
liquidos placebo, una muestra sonicada y una que no esta sonicada, con el objetivo de

confirmar la importancia de esta prueba.



Tabla 4. Contraste entre una muestra de cristales liquidos placebo sometida a sonicaciéon y una muestra

placebo no sonicada, comparando su distribucion de tamario de particula (DTP).

Sonicacion en muestras de cristales liquidos placebo

DTP

Muestra no sonicada Muestra sonicada

promedio: 134,437.3 nm promedio: 87.29 nm

Transmitancia: 29.9 % Transmitancia: 36.7 %
e v parr — 3 - - o e—ri r=
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Aspecto fisico
Muestra no sonicada Muestra sonicada

muestra totalmente opaca de aspecto muestra ligeramente opalescente
lechoso




De acuerdo con los resultados anteriores, se confirma que la sonicacion es una parte
del proceso importante en la obtencidn de cristales liquidos para reducir su tamafio de
particula, ya que, una muestra sonicada presenta una distribucion de tamano de
particula con un valor de 87.29 nm, mientras que el valor del tamafo de particula en la
muestra no sonicada tiene un valor de 134,437.3 nm, con esto se demuestra que una
muestra sonicada muestra un mayor orden y uniformidad en el tamano de las
particulas, lo cual se observa en la polidispersidad de la unica poblacion presente,
mientras que en el caso de la muestra no sonicada, se observa desorden y gran

polidispersidad entre las diferentes poblaciones existentes.

Ademas, en cuanto a la transmitancia, en los resultados del equipo, la muestra
sonicada tiene un valor de 36.7 % y la muestra no sonicada, un valor de 29.9 %, no se
aprecia una diferencia significativa, pero al analizar el aspecto fisico de las muestras, la
muestra sonicada tiene un aspecto ligeramente transparente y se logra percibir la
presencia del agitador magnético que se encuentra dentro de la muestra, ademas no
hay sedimento en el fondo o las paredes del frasco que la contiene, en cambio, la
muestra no sonicada se observa totalmente opaca con un aspecto lechoso donde no se
aprecia el agitador magnetico que se encuentra dentro de la muestra, ademas presenta

sedimento tanto en el fondo como en las paredes del frasco que la contiene.

Por lo que, la sonicacion es un paso importante en la obtencion de cristales liquidos
con un tamano de particula dentro del establecido de 80- 100 nm, una unica poblacién
con poca polidispersidad y una muestra con un aspecto ligeramente transparente y sin
sedimentos presentes en su interior, por lo tanto, establecer las condiciones para la

prueba de sonicacion y optimizar el proceso, es importante en esta investigacion.

6.2.2 Condiciones iniciales de sonicacion para la obtencion de cristales liquidos

cargados con ketoconazol

El método establece como condiciones iniciales para obtener dispersiones
liquido-cristalinas con un tamafo de particula dentro del intervalo ya mencionado, 4
ciclos de sonicacion, con ciclos= 80 %, una amplitud= 50 % y con una duracién de cada

ciclo de 1 minuto. Por lo que, el objetivo de establecer nuevas condiciones a partir de



las establecidas en el método, es la optimizacion del mismo, buscando que las

muestras control con ketoconazol mantengan su distribucion de tamafo de particula

dentro del intervalo establecido; ademas, dado que la sonicacion provoca que la

muestra se caliente, también se monitore6 el color de esta, ya que a temperaturas

mayores a 60 °C se observa una coloracion rosa debido a la oxidacion del ketoconazol,

por lo que, se buscé que el sistema liquido cristalino mantuviera una coloracion

blanco-azulada. Estos resultados pueden observarse en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de sonicacién experimentales para determinar las de mejores resultados, a partir

de las condiciones de sonicacion establecidas en el método inicial, basandose en la distribucién de

tamafo de particula (DTP) y el aspecto fisico (color) de las muestras de cristales liquidos con

ketoconazol (KTZ) y una muestra placebo.

Muestra
de
cristales
liquidos

Aspecto

Con KTZ
1

(sonicacién
del método
establecido)

Condiciones
sonicacion

DTP

amplitud: 50 %
ciclos: 80 %

Resultados
°=29.1 °C x 1 min
T'=35.5°C x 1 min
T?=40.5°C x 1 min
T3=45.6 °C x 1 min
T4=48.4 °C

La muestra se torné de color rosa a los
dos dias de su preparacion, lo cual es el
indicativo principal de que el ketoconazol
se oxidd, por lo que se descartd por su
inestabilidad y no se midié su tamaro de
particula.

con KTZ
2

amplitud: 50 %
ciclos: 80 %

Resultados
°=28.2 °C X 2 min
T'=41.7 °C x 2 min
T?=51.7 °C x 2 min
T3=59.6 °C

La muestra presenté sedimento en el
fondo y en las paredes del frasco que la
contenia, lo cual impidié que se midiera
su tamafo de particula.




amplitud: 80 % promedio: 116.96 nm
ciclos: 100 % b | T 3 oy
- ||| ‘e momamnne ]
Placebo Resultados o :E
3 T°=36.2°Cx1min | * . :I
T'=53.5°C J =
:-’E- el mm e Vam m:“
amplitud: 80 % promedio: 85.77 nm
CiCloS: 100 % ﬂ: B - - —_—— — e ;m.
Con KTZ Resultados ’ . i
4 °=27.6°Cx1min | ‘. =1
T'=40.3°C x 1 min : - "
T2=50.3 °C J . ! =
amplitud: 80 % promedio: 80.69 nm
ciclos: 100 % - -
Con KTZ Resultados: y pEi RN E;
5 °=28.7°Cx1min | " . -
T'=412°Cx1min | | "
T?°=51.2°C x 1 min i Ih | _ g
T°= 58.6 °C A T
amplitud: 80 % promedio: 77.23 nm
ciclos: 100 % " i
con KTZ .| i -
6 Resultados: : t g
°=25.1°Cx2min | © .l -4
T'=46.2 °C x 2 min i .
T°=61.8°C J . . . e

NOTA. Donde, “T% se refiere a la temperatura inicial a la que se encuentra la muestra de cristales
liquidos antes de someterla a sonicacion y donde, “T™, se refiere a la temperatura de la muestra después

de cada ciclo de sonicacion (n).

La muestra uno, que se sometio a las condiciones de sonicacion establecidas en el
método, se oxiddé al cabo de dos dias al presentar un cambio de color del
blanco-azulado a el rosa, por lo que, se descartaron las condiciones utilizadas para su

fabricacion debido a la inestabilidad presentada. A partir de estos resultados, se




utilizaron como base para experimentar con diferentes condiciones de sonicacion y con

la duracién de cada ciclo.

En la muestra dos, se mantuvieron las condiciones, pero se aumentd a dos minutos la
duracion de cada ciclo, resultando en tres ciclos de sonicacion ya que se tuvo como
referencia la temperatura de 60 °C como sefial de parar, ya que es la temperatura a la
que se oxida el ketoconazol, en este caso, la muestra no se presentd estable ya que
presentd sedimento en el fondo y en las paredes del frasco que la almacenan y no se

pudo leer su tamano de particula.

Después, se probaron diferentes condiciones con una muestra placebo para observar
el comportamiento antes de probar en una muestra con ketoconazol, las cuales fueron,
una amplitud= 80 % y ciclos= 100 %, con la misma duracién de un minuto de cada
ciclo, tal como lo establecido en el método inicial, en este caso basté con un solo ciclo
para aumentar la temperatura hasta casi los 60 °C, ademas, la muestra presentd un
tamano de particula promedio de 116.96 nm, lo cual sobrepasa el limite del intervalo
establecido de 80- 100 nm. Dado que el comportamiento con ketoconazol podria variar
estos resultados, se probaron ahora las condiciones en muestras con ketoconazol, en
este caso, para las muestras cuatro y cinco, se utilizaron las mismas condiciones y
duracién de cada ciclo establecidas para la muestra placebo, como respuesta, las
muestras cuatro y cinco presentaron un valor menor de tamafo de particula con
respecto a la muestra placebo, con un valor de 85.77 nm y 80.69 nm respectivamente,

siendo aceptado dentro del tamarfio establecido de los cristales liquidos.

Como ultima prueba, para la muestra seis con ketoconazol, se probaron las mismas
condiciones de la muestra placebo, pero aumentando el tiempo de cada ciclo de
sonicacion a dos minutos, la muestra aumentd drasticamente de temperatura entre
cada ciclo, manteniéndose en el limite de los 60 °C, lo cual no afecté al ketoconazol, ya
que la muestra se mantuvo con un tono de color blanco-azulado, indicando que no
existia oxidacion, ademas como tamafo de particula, presenté un valor mucho menor
comparado con el de las demas muestras, siendo de 77.23 nm, muy proximo al

establecido.



De acuerdo con estos resultados, se determinaron como nuevas condiciones, aplicar
dos ciclos de sonicacién con una duracidén de dos minutos cada uno, una amplitud del
80 % y 100 % de ciclos, tales condiciones se probaron en nuevas formulaciones de
cristales liquidos, tanto en muestras placebo como en muestras cargadas con

ketoconazol.

6.2.3 Condiciones optimizadas de sonicacion probadas en muestras de cristales

liquidos placebo y muestras cargadas con ketoconazol

6.2.3.1 Muestras placebo de cristales liquidos

Se formularon muestras placebo de los cristales liquidos con las condiciones
establecidas gracias a las pruebas anteriores de las condiciones para la sonicacion,
con el objetivo de observar su comportamiento sin el principio activo (ketoconazol), de
esta manera se podra determinar su estabilidad y si se observan diferencias

significativas una vez esté el ketoconazol presente.

A continuacion, en la tabla 6 se presentan los resultados de una muestra placebo
formulada por triplicado para evaluar su comportamiento ante las condiciones de

sonicacion establecidas para el método de obtencidn de cristales liquidos.

Tabla 6. Resultados del triplicado de la muestra de cristales liquidos placebo formulada bajo las

condiciones de sonicacion establecidas, en funcion de la distribucion de tamano de particula (DTP).

Cristales liquidos placebo

No.
muestra | Condiciones de sonicacion DTP
amplitud: 80 % promedio: 90.08 nm
ciclos: 100 %
[ ot :

°=24.7 °C X 2 min .
T'=48.3 °C x 2 min i
T2=62.4 °C LN

1 Resultados: J | £yl




amplitud: 80 % promedio: 84.34 nm
ciclos: 100 % '

o
gy

2 Resultados: ; [ e le ¢
T°=26.8 °C x 2 min . | f =3
T'=46.7 °C x 2 min ] I :

T?=60.2 °C
amplitud: 80 % promedio: 82.59 nm
ciclos: 100 % .

3 Resultados: o I' S =
T°=25.2°C x2 min : | "
T'=48.9 °C x 2 min . : =
T?=62.9°C R

S 2

NOTA. Donde, “T” se refiere a la temperatura inicial a la que se encuentra la muestra de cristales
liqguidos antes de someterla a sonicacion y donde, “T™, se refiere a la temperatura de la muestra después

de cada ciclo de sonicacion (n).

La muestra placebo presenta resultados adecuados, el triplicado, en cuanto a los ciclos
de sonicacion, mantienen un incremento de la temperatura constante, manteniéndose
al limite de los 60 °C y un tamafo de particula dentro del intervalo establecido de 80-
100 nm, no se observa la presencia de segundas poblaciones y en los frascos que las

almacenan no hay sedimento en las paredes o el fondo de estos.

Por lo que, se probaron las condiciones de sonicacion ahora en muestras de cristales
liquidos cargados con ketoconazol, con el objetivo de observar y determinar si existen
diferencias significativas en los resultados de la distribucion de tamano de particula
(DTP).

6.2.3.2 Muestras de cristales liquidos cargados con ketoconazol

Al observar un comportamiento adecuado de las muestras placebo, se procedié a
formular cristales liquidos cargados con ketoconazol y observar si ese comportamiento

se mantiene estable al someterlas a las mismas condiciones de fabricacion.



A continuacion en la tabla 7 se presentan los resultados del triplicado de la muestra con

ketoconazol y su comportamiento tras su obtencion.

Tabla 7. Resultados del triplicado de la muestra de cristales liquidos cargados con ketoconazol
formulada bajo las condiciones de sonicacion establecidas, en funcion de la distribuciéon de tamafio de

particula (DTP).

Cristales liquidos cargados con ketoconazol

No.
muestra | Condiciones de sonicacién DTP

amplitud: 80 % promedio: 97.91 nm
ciclos: 100 % .

Resultados: ' 1
1 °=26.7 °C x 2 min g |
T'=48.6 °C x 2 min - i
T°=63.0 °C - J ?

amplitud: 80 % promedio: 84.06 nm
ciclos: 100 % .

Resultados: I
2 °=26.4 °C x 2 min - |
T'=45.6 °C x 2 min i
T?=59.5°C I

amplitud: 80 % promedio: 81.56 nm
ciclos: 100 %

Resultados: |
3 T°=25.0 °C x 2 min 3

T'= 46.7 °C x 2 min 4 f
T°=60.5°C : il

a [ A1 i s

NOTA. Donde, “T se refiere a la temperatura inicial a la que se encuentra la muestra de cristales

liqguidos antes de someterla a sonicacion y donde, “T™, se refiere a la temperatura de la muestra después

de cada ciclo de sonicacion (n).



De acuerdo con los resultados obtenidos, las muestras de cristales liquidos cargados
con ketoconazol presentaron un comportamiento similar ante las condiciones de
sonicacion que se les aplicaron, se observo el mismo incremento de temperatura entre
cada ciclo de sonicacion, con una diferencia de 20 °C aproximadamente, ,mientras que,
en cuanto al tamafo de particula, todas las muestras del triplicado mantuvieron su

tamano dentro del intervalo de 80- 100 nm.

Ademas, se analizo el aspecto fisico de las muestras con el objetivo de observar si se
presentaba algun cambio de color como determinante de una oxidacion del ketoconazol
debido a que se alcanzé la temperatura ante la cual el ketoconazol sufre oxidacion, la
cual se presenta de manera fisica en el color de la muestra, al cambiar de un color

blanco-azulado, a un color rossa.

Las muestras cargadas con ketoconazol mantuvieron su color con un tono
blanco-azulado durante una semana, después, comenzaron a cambiar a un tono
salmén claro, lo cual puede atribuirse al cambio tan brusco de temperatura que sufren
las muestras al momento de someterlas a sonicacion, que aunque no sobrepasan los

60 °C, sufren un aumento de 20 °C entre cada ciclo, pudiendo afectar su estabilidad.
A continuacién, en la tabla 8 se puede apreciar el aspecto fisico de las muestras y el

cambio de coloracion que sufrieron al cabo de cinco dias de su fabricacion.

Tabla 8. Aspecto fisico (color) de las muestras de cristales liquidos cargados con ketoconazol en su

primer dia de fabricacion y cinco dias después.

Cristales liquidos cargados con
ketoconazol

Aspecto fisico (color) a dias de su

fabricacion
1 Dia 5 Dias
Se observa una Se observa una
muestra con un tono muestra con un
blanco-azulado cambio de color a
salmon claro




Con respecto a los resultados de distribuciéon de tamarfo de particula, el triplicado de la
muestra de los cristales liquidos cargados con ketoconazol, presentan un tamafio de
particula dentro del establecido (80- 100 nm) por lo que los ciclos de sonicacion son
favorables para obtener el tamafio adecuado de éstos, sin embargo, entre cada ciclo, la
temperatura sufre un incremento de 20 °C, lo que pudo afectar la estabilidad de la
muestra, ya que aunque no se sobrepaso la temperatura de los 60°C, al cabo de cinco
dias, se observd un cambio en el color de éstas, pasando de un color blanco-azulado, a
un color salmoén claro, que aunque no es precisamente rosa (color que indica oxidacion
del ketoconazol), nos indica una muestra poco estable.

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente, se busco optimizar el proceso
de sonicacion con el objetivo de evitar el drastico incremento de temperatura y por lo
tanto, evitar la oxidacion del ketoconazol contenido en las muestras de cristales

liquidos.

6.2.4 Método para optimizar la sonicacion y evitar la oxidaciéon del ketoconazol

contenido en las muestras de cristales liquidos

Con base en los resultados obtenidos en las muestras de los cristales liquidos
cargados con ketoconazol y su poca estabilidad, dado que sufrieron un cambio de
coloracién cinco dias después de su fabricacion, se buscé un nuevo método para las
condiciones de sonicacion, con el objetivo de mejorar la estabilidad y optimizar el

proceso. Las condiciones establecidas fueron, realizar los ciclos de sonicacién a



temperatura ambiente (20- 25 °C) y en un bafio de hielo, lo que consiste en mantener
las muestras dentro de un recipiente con hielo (0 °C) mientras son sometidas a la
sonicacion, esto con la intencién de que entre cada ciclo, no se presente un cambio de
temperatura drastico, como se vié anteriormente y, de esta manera determinar si es
una opcién para optimizar el proceso y mejorar la estabilidad. Se procedié a analizar
muestras de cristales liquidos cargados con ketoconazol y observar su comportamiento
ante las condiciones de sonicacion previamente establecidas, es decir, a temperatura
ambiente (20- 25 °C) y en un bafio de hielo (0 °C), y asi determinar su comportamiento
con base en el incremento de temperatura entre cada ciclo de sonicaciéon y en su
distribucion de tamafo de particula (DTP). En la tabla 9 se pueden observar los

resultados de esta prueba.

Tabla 9. Muestras de cristales liquidos cargadas con ketoconazol sometidas a sonicacion a diferentes
condiciones, las cuales son, a temperatura ambiente (20- 25 °C) y en un bafio de hielo (0 °C), los
resultados se determinaron en cuanto al incremento de temperatura entre cada ciclo de sonicacién y su

distribucién de tamarfio de particula (DTP).

Cristales liquidos sometidos a una sonicacion a diferentes condiciones de temperatura

Condiciones de sonicacion Ciclos de sonicacion DTP

amplitud: 80 % promedio: 97.91 nm
ciclos: 100 %

Temperatura ambiente Resultados: Bl
(20- 25 °C) °=26.7 °C x 2 min ;
T'=48.6 °C x 2 min
T?=63.0 °C —

amplitud: 80 %
ciclos: 100 % promedio: 81.56 nm
Resultados: :
Baio de hielo °=23.0 °C x 2 min =
(0°C) T'=41.9°C x 2 min :
T2=53.9 °C x 2 min
T'=59.3 °C x 2 min
T?=62.4 °C

NOTA. Donde, “T” se refiere a la temperatura inicial a la que se encuentra la muestra de cristales
liqguidos antes de someterla a sonicacion y donde, “T™, se refiere a la temperatura de la muestra después

de cada ciclo de sonicacion (n).




De acuerdo con los resultados obtenidos, la sonicacion de una muestra en un bafo de
hielo y a temperatura ambiente, presentan algunas diferencias, en primer lugar, una
sonicacion a temperatura ambiente, resiste Unicamente dos ciclos de sonicacion antes
de alcanzar los 60 °C, y con una diferencia significativa entre cada ciclo
(aproximadamente 20 °C), por otro lado, la sonicaciéon con la muestra en un bafo de
hielo, resiste cuatro ciclos de sonicacion, y en comparacion con la anterior, el cambio
de temperatura entre cada ciclo se ve un poco mas controlada, donde a partir del

segundo ciclo, el cambio de temperatura es de 4 °C de diferencia aproximadamente.

Por otro lado, al analizar la distribucién de tamafio de particula, la muestra sonicada a
temperatura ambiente, presenta un tamano de particula de 97.91 nm y la muestra
sonicada en un bafio de hielo, presenta un tamafo de particula de 81.56 nm, a pesar
de que no hay tanta diferencia entre sus tamafios, la muestra con un menor tamano de

particula es la muestra sonicada en un bafio de hielo.

En cuanto al aspecto fisico de las muestras ambas presentan una coloracion inicial
blanco-azulada, indicando que a pesar de las diferencias de temperatura a las que
fueron sonicadas no presentaron una diferencia significativa en cuanto a su color, sin
embargo, al pasar los cinco dias en los que se observd un cambio de coloracion en la
prueba anterior (6.2.3 Condiciones optimizadas de sonicacion probadas en muestras
de cristales liquidos placebo y muestras cargadas con ketoconazol), la muestra
sonicada a temperatura ambiente, volvié a presentar este inicio de cambio de color a
un tono rosa, mientras que la muestra sonicada en un bafo de hielo, se mantuvo en su

color inicial blanco-azulado.

En la tabla 10 se muestra el aspecto fisico de estas muestras y el cambio de color que
presentd la muestra sonicada a temperatura ambiente al cabo de cinco dias de su

fabricacion.



Tabla 10. Aspecto fisico (color) de las muestras de cristales liquidos cargados con ketoconazol
sometidas a una sonicacion a temperatura ambiente (20- 25 °C) y en un bafio de hielo (0 °C), con

respecto a su primer dia de fabricacién y cinco dias después.

Aspecto fisico de muestras de cristales liquidos cargadas con ketoconazol
sometidas a una sonicacion a diferentes condiciones de temperatura

Aspecto fisico (color) a dias de su fabricacién

Temperatura a la que se
sonicé la muestra 1 Dia 5 Dias

Se observa una muestra con | Se observa una muestra

un tono blanco-azulado con un cambio de color

apenas visible a un tono
salmon claro

Temperatura ambiente
(20- 25 °C)

Se observa una muestra con | Se observa una muestra
un tono blanco-azulado gue mantiene un tono
blanco-azulado

Temperatura a bafo de
hielo
(0°C)

Sin embargo, al examinar los frascos que las contenian, se presentaron hallazgos

interesantes y diferentes entre ellas.

Al poco tiempo de terminar su sonicacion se formé un halo de microparticulas de color

negro en el fondo del frasco, el cual se situ6 en el contorno del fondo del frasco,



ademas, solo se presencio en las muestras sonicadas en el bafio de hielo, las muestras

a temperatura ambiente no presentaron ningun halo.

Al observar las particulas con detenimiento, estas fueron asociadas a un posible
desgaste del sonotrodo utilizado en la sonicacién, ya que su presencia fué solo en las
muestras a las que se les aplicaron cuatro ciclos de sonicacion, cuando lo que una
muestra a temperatura ambiente aguanta son unicamente dos ciclos. Estos resultados

pueden apreciarse en la siguiente tabla (11).

Tabla 11. Halo de microparticulas negras presente en la muestra de cristales liquidos cargada con

ketoconazol sonicadas en bafio de hielo.

Muestra de cristales liquidos sonicada en baio de hielo

Muestra cargada con ketoconazol

Halo de microparticulas negras en el fondo del frasco de una
muestra cargada con ketoconazol sonicada en un bafo de hielo.

NOTA. El cuadro rojo encierra e indica la posicién del halo de microparticulas negras.

Ademas, se observé sedimento en el fondo del frasco que contiene a la muestra con
ketoconazol que fué sonicada a temperatura ambiente, lo que podria explicar la
polidispersidad que se aprecia en el analisis de la distribucion de tamano de particula
(DTP), ya que, al haber sedimento, podria ser un indicativo de una posible falta de
homogeneizaciéon del ketoconazol con los demas componentes de la mezcla, a pesar
de cumplir con el tamafo de particula con un valor de 97.91 nm, incluyendo ademas,

que este sedimento no se observa en la muestra con ketoconazol sonicada a bafo de



hielo, la cual tuvo dos ciclos mas de sonicacién, por lo que pudo ayudar con la
homogeneizacion de los componentes y por lo tanto disminuir el tamafio de particula al

presentar un valor de 81.56 nm.

En la siguiente tabla (12) se puede observar el sedimento que presentaron las

muestras.

Tabla 12. Sedimento presente en la muestra de cristales liquidos cargados con ketoconazol sonicada a

temperatura ambiente.

Sedimento presenta en la muestra de cristales liquidos cargada con ketoconazol
sonicada a temperatura ambiente

Muestra cargada con ketoconazol

Fondo del frasco completamente opaco, debido al exceso de sedimento presente

Sin embargo, como ya se menciond, a pesar del beneficio en el tamafo de particula,
los cuatro ciclos de sonicacion provocan un desgaste en el sonotrodo y por lo tanto,
afectan tanto en la apariencia, como en la composicion de la muestra al generar el halo
de microparticulas negras, por lo que, a manera de optimizar el proceso de obtencion
de cristales liquidos con poca polidispersidad en el analisis de la distribucién de tamafio
de particula (DTP), se optd por optimizar el proceso de agitacion, con el objetivo de

obtener una completa homogeneizacion de los componentes de las muestra.



6.3 Optimizacion de la agitacion aplicada en la fabricacion de cristales liquidos

Con el objetivo de mantener un tamano de particula dentro del intervalo establecido
(80- 100 nm), ademas de poca polidispersidad para asegurar uniformidad en el tamafio
de las particulas de las muestras, se busco optimizar los resultados obtenidos a partir
de la prueba de sonicacion que se realizé anteriormente a diferentes temperaturas, la
propuesta consisti6 en aumentar el tiempo de agitacion de la muestra una vez
incorporado el ketoconazol, dejando la muestra durante diez horas en agitacion
constante a 500 rpm, con el objetivo de optimizar la homogeneizacién de los
componentes de la muestra para obtener un tamafio de particula adecuado, poca
polidispersidad y evitar la presencia de sedimento en el fondo o las paredes de los
frascos que las contienen, asegurando una completa homogeneizacion, ademas, de

evitar el desgaste del sonotrodo al aplicar unicamente dos ciclos de sonicacion.

A continuacion, en la tabla 13, se muestran los resultados obtenidos a partir de las
muestras sometidas al proceso de formulacién optimizado, el cual consiste en agitarlas
durante diez horas a 500 rpm, el proceso fué probado en muestras placebo y en
muestras cargadas con ketoconazol con el objetivo de determinar si hay varianzas en

sus comportamientos.

Tabla 13. Resultados del comportamiento de las muestras de cristales liquidos placebo y muestras
cargadas con ketoconazol sometidas a una agitacion constante a 500 rpm durante diez horas y
posteriormente sonicadas con dos ciclos, visualizando los resultados en funcién a su distribucion de

tamario de particula (DTP) y en su aspecto fisico (presencia o no de sedimento en el fondo del frasco).

Muestras de cristales liquidos agitadas durante diez horas

Muestra placebo Muestra cargada con ketoconazol

DTP Aspecto DTP Aspecto

promedio: 82.94 nm ' promedio: 84.81 nm £




Las muestras agitadas durante diez horas, mostraron resultados satisfactorios, en
cuanto a su aspecto fisico, tanto la muestra placebo, como la de ketoconazol,
conservan un color blanco-azulado y no se observa la presencia de sedimento en el
fondo o las paredes de los frascos que las contienen, ademas, en cuanto a la
distribucion de tamano de particula, las muestras se comportan de manera similar y
presentan un tamafo de particula de 82.94 nm la muestra placebo y de 84.84 nm la
muestra cargada con ketoconazol, observando que no hay una diferencia de tamano
significativa entre ellas, ademas se observa una menor polidispersidad que la obtenida
en la anterior prueba, confirmando que la agitacion y la sonicaciéon actuaron en

conjunto para tener una homogeneizacion mas efectiva.

Al tener resultados similares en los aspectos que se evaluaron, se puede asumir que

las muestras presentan estabilidad en cuanto a si esta el ketoconazol presente o no.

Las condiciones de sonicacion y de agitacidn se optimizaron gracias a las pruebas
realizadas y analizando el comportamiento de muestras placebo y de muestras
cargadas con ketoconazol, por lo que, ahora se buscd evaluar la estabilidad de las
muestras durante cinco dias para observar si existe alguna diferencia significativa en la

distribucion de tamarfo de particula (DTP).

6.4 Estabilidad de las muestras de cristales liquidos, a partir del proceso de

sonicacion y agitacion optimizados

Esta prueba de estabilidad de cinco dias se evalud con respecto a la distribucion de

tamano de particula (DTP) de las muestras.

En la siguiente tabla (14) se pueden observar los resultados de la prueba de
estabilidad, analizando muestras placebo y muestras cargadas con ketoconazol,
sometidas a una agitacion constante durante diez horas a 500 rpm, y analizando la
sonicacién a temperatura ambiente (20- 25 °C) y con bafio de hielo (0 °C), con el

objetivo de determinar si existe algun cambio significativo en sus comportamientos.



Tabla 14. Resultados de la distribucion de tamafio de particula (DTP) obtenidos a partir de la prueba de
estabilidad de muestras placebo, sometidas a una agitacion constante durante diez horas a 500 rpm, y

dos diferentes condiciones de sonicacion, a temperatura ambiente (20- 25 °C) y con bafio de hielo (0 °C).

Prueba de estabilidad durante cinco dias a muestras de cristales liquidos
placebo

Muestra sonicada a temperatura ambiente

Dia 1 Dia 3 Dia 5

DTP (promedio)

Tamafo de particula: Tamafo de particula: Tamafo de particula:
79.7 nm 81.05 nm _ 81.47 nm

Muestra sonicada en bano de hielo

Dia 1 Dia 3 Dia 5

DTP (promedio)

Tamano de particula: Tamanfo de particula: Tamano de particula:
86.06 nm 85.78 nm 86.35 nm

De acuerdo con los resultados obtenidos, las muestras placebo sometidas a una
sonicacion a temperatura ambiente, es decir, se le aplicaron dos ciclos de sonicacion,
en el dia uno, se observaron segundas poblaciones, lo que podria indicar una falta de

homogeneizacion, sin embargo para los dias tres y cinco, esta poblacién desaparecio,



por lo que la muestra se estabilizé al pasar de los dias, en cuanto a su aspecto, no se
observé sedimento en el fondo o paredes de su frasco contenedor, por lo que mantuvo

esa estabilidad y un tamafo de particula dentro del intervalo establecido (80- 100 nm).

En cuanto a las muestras placebo sometidas a una sonicacion en bafio de hielo, es
decir, que se le aplicaron cuatro ciclos de sonicacién, desde el dia uno, la muestra
presentd un tamano de particula de 86.06 nm y se mantuvo al pasar los cinco dias y no
se observo la presencia de segundas poblaciones, sin embargo, como era de esperar,
el halo de microparticulas negras se presencié en el fondo del frasco que la contenia,

por lo que el desgaste fué una constante en la prueba ante la cantidad de ciclos.

En cuanto a las muestras cargadas con ketoconazol, los resultados de la distribucién

de tamafo de particula (DTP), se presentan en la siguiente tabla (15).

Tabla 15. Resultados de la distribucion de tamafio de particula (DTP) obtenidos a partir de la prueba de
estabilidad de muestras de cristales liquidos cargados con ketoconazol, sometidas a una agitacién
constante durante diez horas a 500 rpm, y dos diferentes condiciones de sonicacion, a temperatura
ambiente (20- 25 °C) y con bafio de hielo (0 °C).

Prueba de estabilidad durante cinco dias a muestras de cristales liquidos
cargados con ketoconazol

Muestra sonicada a temperatura ambiente

Dia 1 Dia 3 Dia 5

DTP (promedio)

Tamanho de particula: Tamanfo de particula: Tamanfo de particula:
86.22 nm _ 85.87 nm 86.37 nm

Muestra sonicada en bano de hielo

Dia 1 Dia 3 Dia 5




DTP (promedio)

Tamafo de particula: Tamafo de particula: Tamafo de particula:
84.7 nm 84.5 nm 85.2 nm

Conforme a los resultados obtenidos a partir de las muestras cargadas con
ketoconazol, el tamafo de particula de las muestras se encuentra dentro del intervalo
establecido, manteniéndose cerca de los 80 nm durante los cinco dias de la prueba,
ademas, no se presencio la existencia de segundas poblaciones, en cuanto al aspecto
fisico de la muestra, se mantuvo de un color blanco-azulado y no se observé sedimento
en el fondo o las paredes de su frasco contenedor, por lo que se podria distinguir como

una muestra estable.

En cambio, las muestras que se sonicaron en un bafo de hielo, desde el dia uno
presentaron segundas poblaciones, las cuales pueden atribuirse a las microparticulas
negras que formaron un halo en el fondo del frasco que la contenia, cabe resaltar, que
estas microparticulas son un tipo de sedimento mévil, por lo que pueden intervenir con
la lectura, confirmando que el sonotrodo soporta unicamente dos ciclos de sonicacion

sin sufrir desgaste.

Dado que los resultados obtenidos abrieron un panorama en cuanto a las condiciones
que fueron variadas y optimizadas, se procedio a realizar un disefio experimental, a
manera de obtener un analisis estadistico para optimizar el método en general en las
obtencion de cristales liquidos, ademas, de que las muestras entren en contacto con

los antioxidantes, para evitar la oxidacion que presenta el farmaco.



6.5 Diseno experimental

Una vez establecidos los parametros para la optimizacion de las condiciones de
sonicacién y homogeneizacion para la fabricacion de cristales liquidos placebo y
cargados con ketoconazol, se busca implementar antioxidantes con el objetivo de
estabilizar al ketoconazol incluido en las dispersiones y evitar su oxidacion, por lo que,
se procedi6 a realizar un disefio experimental 2° para evaluar el efecto de tres variables
en las dispersiones liquido cristalinas cargadas con ketoconazol e incluyendo
antioxidantes como el butilhidroxitolueno (BHT) y el acido ascérbico en combinacion,
para el disefio experimental, se evaluaron las siguientes variables, la combinacion de
antioxidantes (BHT y acido ascérbico), a una concentracion del 1 % o 3 %, el tiempo de
agitacion, durante 5 h o 10 h y por ultimo, los ciclos de sonicacion, donde se aplicaran
dos o cuatro ciclos a las muestras, ademas por cada combinacion de variables, se

realizé un triplicado.

Para evaluar los resultados, se fij6 como variables de respuesta, el matiz de color de la
muestra, ya sea, rosa (muestra oxidada), o blanco-azulado (muestra no oxidada), la
ausencia de sedimento en el fondo o las paredes del frasco que almacena la muestra 'y
por ultimo, la distribucién de tamafo de particula (DTP), buscando una unica poblacion
con un tamafo de particula dentro del intervalo de 80-100 nm. Estas variables se

describen mejor en la siguiente tabla (16).

Tabla 16. Variables de estudio consideradas en el disefio experimental disefiado para la optimizacién del
proceso de elaboracion de cristales liquidos cargados con ketoconazol y una combinacion de los
antioxidantes butilhidroxitolueno (BHT) y acido ascorbico, ademas, de las variables de respuesta a

considerar para evaluar el comportamiento de las muestras.

Variables de estudio Condiciones Variable de respuesta

Combinacién de antioxidantes | matices de color:
Concentracion de en un porcentaje:
antioxidante (%)
1% rosa

3% blanco-azulado

Horas de agitacion del

sistema: Ausencia de sedimento en el fondo




Tiempo de agitacion

5h
10 h

o las paredes del
almacena la muestra

frasco que

Ciclos de sonicacion

Numero de ciclos

sonicacion por aplicar en la

muestra:

2
4

de | Distribucion de tamano de particula

(DTP):

Unica poblacién con tamafio de
particula dentro del intervalo de 80-
100 nn

Al establecer las variables a evaluar, el disefio experimental se desarrollé con ayuda del

programa Minitab Statistical Software, el cual desarrollé6 un orden estadistico para la

elaboracion de cada muestra con el fin de asegurar aleatoriedad y las diferentes

combinaciones de las variables que se le van a realizar a cada una, a continuacion en la

tabla 17, se muestran las variables de fabricacion de cada muestra.

Tabla 17. Disefio experimental con la combinacion de las variables, concentracion de antioxidantes (BHT

y acido ascorbico), horas de agitacion y ciclos de sonicacidén para la obtencidén aleatoria de cristales

liquidos cargados con ketoconazol.

Orden Concentracién total | Horas de Ciclos de
Estadistico | antioxidante (%) | agitacién | sonicacién
12 3 10 2
18 3 5 2
14 3 5 4
6 3 5 4
1 1 5 2
11 1 10 2
19 1 10 2
21 1 5 4
9 1 5 2
13 1 5 4
5 1 5 4
3 1 10 2
10 3 5 2
15 1 10 4
24 3 10 4
17 1 5 2




22 3 5 4
4 3 10 2
16 3 10 4
8 3 10 4
2 3 5 2
20 3 10 2
23 1 10 4
7 1 10 4

Al establecer el plan de trabajo, se procedié a fabricar cada una de las muestras del
disefio experimental con sus respectivas variables, como se menciona en las
variables de respuesta, se busca obtener muestras con, un matiz de color
blanco-azulado (muestra no oxidada), ausencia de sedimento en el fondo o las
paredes del frasco que almacena la muestra y por ultimo, la distribuciéon de tamano
de particula (DTP), buscando una unica poblacién con un tamafio de particula dentro
del intervalo de 80- 100 nn.

A continuacion, en la tabla 18, se muestran los resultados obtenidos a partir de la
distribucion de tamano de particula de las muestras realizadas a partir del disefio

experimental (DTP).

Tabla 18. Resultados obtenidos a partir del disefio experimental, evaluando la distribucion de tamafio
de particula (DTP) de las muestras de cristales liquidos cargados con ketoconazol y antioxidante,

observando su comportamiento durante veinte dias.

DTP
No. DTP (histograma) Dia 20
muestra (moda)
12 82.42
Variables nm

1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos




18

1 B
1=

81.57

Variables nm
1.Concentracion d e antioxidante: 3 %
2.Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion:2 ciclos
80.51
14 Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2. Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
[ = |
s 77.19
6 Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2. Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
81.82
1 Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos
- - 84.45
11 Variables nm

1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos




19 - 84.14
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2. Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos
76.01
21 Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2. Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
|
9 : 86.38
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos
13 : 82.59
Variables nm
1.Concentraciéon de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
5 82.35
Variables nm

1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos




3 : - 81.80
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos
| - (1]
10 85.80
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2. Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacién: 2 ciclos
15 81.68
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
24 73.55
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
17 - 83.99
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 1 %

2.Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos




i

22 75.39
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante:3 %
2. Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
4 i 82.90
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacién: 2 ciclos
16 77.18
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
8 80.64
Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
2 97.27
nm

Variables
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2. Tiempo de agitacion: 5 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos




82.73

20 Variables nm
1.Concentracion de antioxidante: 3 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 2 ciclos
23 81.80
Variables nm
1.Concentraciéon de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos
7 80.17
Variables nm

1.Concentracion de antioxidante: 1 %
2.Tiempo de agitacion: 10 horas
3.Ciclos de sonicacion: 4 ciclos

NOTA. Los resultados se presentan de acuerdo al orden estadistico establecido en el disefio
experimental, ademas de utilizar el valor de la moda para describir el tamafio de particula de las
muestras, con la intencién de no tomar en cuenta la alteracion que este sufre debido a la presencia de

segundas poblaciones.

De acuerdo con los resultados obtenidos, todas las muestras al cabo de los 20 dias,
se estabilizaron y mantuvieron un tamafo de particula dentro del intervalo
establecido de 80- 100 nm, a pesar de que algunas muestras en los primeros 10 dias
presentaban segundas poblaciones, como es el caso del triplicado de las muestras
(12, 4, 20) las cuales fueron agitadas durante 10 h, se les aplicé dos ciclos de
sonicacion y tenian un porcentaje de antioxidantes del 3 %, también se incluyen dos
muestras de otro triplicado (6, 22), las cuales fueron agitadas durante 5 h, se les

aplico cuatro ciclos de sonicacion y tenian un porcentaje de antioxidantes del 3 %, la




muestra 15 también mostr6 este comportamiento, en este caso, la muestra fue
agitada durante 10 h, se le aplicaron cuatro ciclos de sonicacién y tenia un porcentaje
de antioxidantes del 1 %, y por ultimo las muestras pertenecientes a otro triplicado
(16, 8), las cuales fueron agitadas durante 10 h, se les aplicd cuatro ciclos de
sonicacion y tenian un porcentaje de antioxidantes del 3 %. Por lo que las variables
constantes entre todas las muestras mencionadas anteriormente fueron, una
concentracion del 3 %, una agitaciéon de 10 h y 4 ciclos de sonicacion. Sin embargo,
dado que todas las muestras para el dia 20 se homogeneizaron y terminaron
mostrando una unica poblacion con un tamano de particula dentro de un intervalo de
80- 100 nm, se continu6é analizando las demas variables de respuesta de la
muestras, con el objetivo de obtener los parametros mas efectivos. A continuacién,
en la tabla 19 se muestran los resultados en cuanto al aspecto fisico de las muestras
analizadas, donde las variables de respuesta que se busca que cumplan, son un
matiz de color blanco-azulado (muestra no oxidada) y ausencia de sedimento en el

fondo o las paredes del frasco que las almacena.

Tabla 19. Resultados obtenidos a partir del disefio experimental, evaluando el matiz de color de una
de las muestras de cada triplicado, ya sea, rosa (muestra oxidada), o blanco-azulado (muestra no
oxidada) y la presencia o no de sedimento en el fondo o las paredes del frasco que almacena la

muestra, observando su comportamiento durante veinte dias.

Muestras de cristales liquidos obtenidas a partir del disefio experimental

No. Aspecto fisico
muestra Variables (color y sedimento)
(triplicado) Dia 1 Dia 10 Dia 20
No hay Sedimento en el

1.Concentracion de sedimento fondo del frasco Sedimento en el
antioxidante: fondo del frasco
1%

1,9, 17 2.Tiempo de agitacion:

5 horas
3.Ciclos de sonicacion:
2 ciclos

1.Concentracion de
antioxidante:

No hay
sedimento

Sedimento en el
fondo del frasco

Sedimento en el
fondo del frasco




2,10, 18

3%

2.Tiempo de agitacion:

5 horas

3.Ciclos de sonicacion:

2 ciclos

3,11,19

1.Concentracion de
antioxidante:
1%

2. Tiempo de agitacion:

10 horas

3.Ciclos de sonicacion:

2 ciclos

No hay
sedimento

No hay sedimento

No hay sedimento

4,12, 20

1.Concentracion de
antioxidante:
3%

2. Tiempo de agitacion:

10 horas

3.Ciclos de sonicacion:

2 ciclos

No hay
sedimento

No hay sedimento

5,13, 21

1.Concentracién de
antioxidante:
1%

2.Tiempo de agitacion:

5 horas

3.Ciclos de sonicacion:

4 ciclos

No hay
sedimento

Presenta
microparticulas

negras en el fondo

del frasco.

Presenta
microparticulas
negras en el fondo
del frasco.

1.Concentracion de
antioxidante:
3%

No hay
sedimento

Presenta
microparticulas
negras en el fondo
del frasco.

Presenta
microparticulas
negras en el fondo
del frasco.




6, 14,22 | 2.Tiempo de agitacion:
5 horas
3.Ciclos de sonicacion:
4 ciclos .
Presenta
No hay microparticulas Presenta
1.Concentracion de sedimento negras en el fondo microparticulas
?rlz oxidante: del fras::o. negrglesI ?rr; i ;?ndo
7,15,23 | 2.Tiempo de agitacion:
10 horas e
3.Ciclos de sonicacion:
4 ciclos
Presenta
No hay microparticulas Presenta
1.Concentracion de sedimento | negras en el fondo microparticulas
antioxidante: del frasco. negras en el fondo
30, del frasco.
8, 16, 24 | 2.Tiempo de agitacion:
10 horas
3.Ciclos de sonicacion:
4 ciclos

NOTA. Se agruparon las muestras en relacion a las sometidas a las mismas condiciones, dado que se
elaboraron por triplicado de manera aleatoria.

Al observar los resultados obtenidos en cuanto al aspecto fisico de las muestras, el
objetivo principal era observar su tonalidad, buscando que presenten un color
blanco-azulado ya que si se observa un tono rosa, es el indicativo de que una muestra
esta oxidada, ademas se busca que no se aprecie la presencia de sedimento en el
fondo o las paredes del frasco que las almacenan, dado que indicaria una
homogeneizacion deficiente. En el caso del primer triplicado, compuesto por las
muestras 1, 9 y 17, se observa una coloracién blanco azulada el primer dia, sin

embargo a partir del dia diez se comenzd a observar un cambio de tonalidad a rosa




palido, hasta observarse un tono rosa mas fuerte al cabo de los veinte dias, incluyendo
la presencia de sedimento en el fondo del frasco, lo que indica una muestra oxidada y
con una homogeneizacion deficiente. Para el segundo triplicado compuesto por las
muestras 2, 10 y 18, presentan un color blanco-azulado el primer dia, al cabo de diez
dias comenz6 a cambiar a un color amarillento y a los veinte dias se observé un tono
salmén claro, ademas, presenta sedimento en el fondo del frasco, por lo que, la
muestra comenzo6 a oxidarse a partir de los veinte dias de su fabricacién y presenta
una homogeneizacion deficiente. En el caso del tercer triplicado compuesto por las
muestras 3, 11 y 19, el primer dia se observé de un color blanco-azulado, sin embargo,
a los diez dias comenz6 a cambiar de color a un tono rosa palido, y al cabo de veinte
dias se observo de un tono rosa fuerte, por lo que se oxidod, en este caso la muestra no
presentd sedimento, asegurando una correcta homogeneizacion. En el cuarto
triplicado, compuesto por las muestras 4,12 y 20, se mostraron de un color
blanco-azulado el primer dia, después al pasar diez dias, comenzé a cambiar a un
color amarillento y al cabo de veinte dias terminaron mostrando un tono salmoén claro,
por lo que se determiné que la muestra no se oxidé del todo al cabo de los veinte dias,
pero el cambio en el color indica un cambio en sus propiedades, en cuanto al
sedimento, ninguna muestra del triplicado presenté sedimento, indicando una completa
homogeneizacion de sus componentes. El quinto triplicado compuesto por las muestras
5, 13 y 21, las muestras el primer dia se observaron de un color blanco-azulado, sin
embargo al pasar los primeros diez dias comenzaron a cambiar a un color rosa palido y
finalizaron con un tono rosa fuerte al pasar los veinte dias de la evaluacién, en cuanto
al sedimento, no se observo presencia de este en ninguno de los frascos, sin embargo,
se comenzaron a apreciar microparticulas negras en el fondo del frasco, por lo que, a
pesar de que se homogeneizd correctamente, el numero de ciclos basté para que el
sonotrodo sufriera desgaste y por lo tanto afectar al aspecto de la muestra. En el caso
del sexto triplicado compuesto por las muestras 6, 14 y 22, las muestras mostraron un
cambio de su color blanco-azulado al cabo de diez dias, al cambiar a un tono
amarillento, y al pasar los veinte dias de la evaluacion terminaron con un tono salmén
claro, por lo que su oxidacion comenzé al cabo de esos dias, en el caso del sedimento,

no se aprecia en ninguna muestra, sin embargo, como en el anterior caso, dado el



numero de ciclos, el sonotrodo sufri6 desgaste y se presentd en forma de
microparticulas negras en el fondo del frasco, afectando en el aspecto de las muestras.
Para el séptimo triplicado compuesto por las muestras 7, 15 y 23, al cabo de veinte
dias se mostraron oxidadas al cambiar su color blanco-azulado del primer dia a un
color rosa fuerte, ademas, no presentaron sedimento en los frascos que las almacenan,
pero, como las anteriores muestras sonicadas con cuatro ciclos, se desgasto el
sonotrodo y se presenciaron las microparticulas negras en el fondo del frasco,
indicando una completa homogeneizacion, pero con ese defecto en la apariencia de las
muestras. Por ultimo, en el octavo triplicado compuesto por las muestras 8, 16 y 24,
mantuvieron su color blanco-azulado, hasta alcanzar los diez dias, que cambiaron a un
tono amarillento, y al cabo de los veinte dias, se mostraron con un color salmén claro,
por lo que su oxidacion comenzo a partir de esos dias, en cuanto al sedimento, no se
presenté en ningun frasco de las muestras, pero como todas las muestras con cuatro
ciclos de sonicacion, se presencid el desgaste del sonotrodo a través de las

microparticulas negras que se encontraron en el fondo del frasco.

Como conclusion de los resultados obtenidos a partir del disefio experimental, dado
que no hubo diferencia significativa en la distribucion de tamafo de particula que
presenta cada una de ellas, se basaron los resultados en el aspecto fisico, se
determind que las muestras con una concentracion de antioxidantes al 1 %, al cabo de
los primeros diez dias, ya mostraban un cambio de coloracion a un rosa claro, en
cambio, las muestras con una concentracién de antioxidantes al 3 %, en los primeros
diez dias apenas comenzaban a cambiar su tonalidad blanco-azulada a una un poco
amarillenta, por lo que la concentracién al 3 %, retrasa al menos diez dias la oxidacion
del principio activo presente en las muestras. En cuanto a los ciclos de sonicacion y el
tiempo de agitacion, las muestras que fueron sometidas a cinco horas de sonicacién y
dos ciclos de sonicacion, presentaron sedimento en el fondo del frasco, por lo que, no
se obtiene una completa homogeneizacion de los compuestos de las muestras, en
cambio, las muestras agitadas a las mismas cinco horas, pero con cuatro ciclos de
sonicacion, no presentan este sedimento en el fondo del frasco, por lo que los ciclos
podrian ayudar a esta completa integracion final, sin embargo, al aplicar cuatro ciclos

de sonicacion, el sonotrodo utilizado sufre un desgaste, el cual se presenta en forma de



microparticulas negras que se aprecian en el fondo de los frascos que almacenan las
muestras, las cuales no se observan en las muestras sonicadas con dos ciclos de
sonicacién. Mientras que cuando las muestras se agitaron durante diez horas y se
sonicaron con cuatro ciclos, no se formé sedimento, sin embargo, como era de
esperarse, se presentaron las microparticulas negras por el desgaste del sonotrodo,
mientras que las muestras agitadas durante diez horas y sonicadas con dos ciclos,
tampoco presentaron sedimento en los frascos que las contenian y dado que fueron

sonicadas con dos ciclos, las microparticulas negras no se observaron en este caso.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se determinaron como parametros para
replicar:
- La concentracion de antioxidante al 3 %, que fué la que retrasé el cambio en el
color de las muestras a la tonalidad rosa.
- La agitacion durante 10 h, dado que aseguré una completa incorporacién de los
componentes, al no presentar sedimento en el fondo o las paredes del frasco.
- En cuanto a la sonicacion, aplicar dos ciclos porque permite obtener una
distribucion de tamafo de particula (DTP) dentro del intervalo aceptado de los
cristales liquidos (80- 100 nm) y sin ocasionar desgaste del sonotrodo, evitando

la presencia de microparticulas negras, ocasionadas por este.

Una vez que se obtuvieron las condiciones Optimas para obtener cristales liquidos con
las caracteristicas establecidas, otro aspecto importante es el pH, el cual se establece
debe tener un valor dentro de un intervalo de 6- 7, por lo que, se realizaron nuevas
formulaciones, ya que, un objetivo de la investigacion es probar a los antioxidantes en
conjunto y de manera individual, asi que, se formularon muestras de cristales liquidos
con una combinacién de antioxidantes (BHT y acido ascorbico) a una concentracion del
3 % y, muestras con los antioxidantes por separado en concentraciones del 1 % y 3 %,
con el objetivo de observar como se comportan de manera individual y determinar si

hay diferencias significativas.
6.6 Ajuste de pH de cristales liquidos cargados con ketoconazol y antioxidante

Ademas de los parametros establecidos para la obtencién de cristales liquidos con



ketoconazol y antioxidantes, el pH es otro parametro importante, el cual como ya se
menciond debe mantener un valor entre 6- 7 para asegurar la estabilidad del principio
activo, en este caso, ketoconazol, por lo que, se realizd la medicién del pH de las
muestras obtenidas con el objetivo de evaluar el comportamiento de este ante los
diferentes componentes de la muestra. A continuaciéon en la siguiente tabla (20), se
muestran los valores de pH analizados de las diferentes muestras obtenidas,
muestras de cristales liquidos con una combinacion de antioxidantes (BHT y acido
ascoérbico) a una concentracion del 3 % y muestras con los antioxidantes por

separado en concentraciones del 1 % y 3 %.

Tabla 20. Determinacién de pH de muestras de cristales liquidos placebo, muestras cargadas con
ketoconazol sin antioxidantes y muestras cargadas con ketoconazol con una combinacion de

antioxidantes (butilhidroxitolueno (BHT) y acido ascérbico) a una concentracion del 1 % y del 3%.

Determinacion de pH de cristales liquidos

Composicion de la muestra pH
Muestra placebo 4.00
Muestra con ketoconazol sin antioxidantes 6.00
Muestra con ketoconazol con una combinacion de antioxidantes 4.00

(BHT + acido ascorbico) a una concentracion del 1 %

Muestra con ketoconazol con una combinacion de antioxidantes 3.00
(BHT + acido ascorbico) a una concentracion del 3 %

Con los resultados obtenidos, se observa como una muestra placebo mantiene un
valor de pH de 4.00 aproximadamente, mientras que al momento de agregar el
principio activo, ketoconazol, se nota un incremento de este valor, a un pH
aproximado de 6.00, sin embargo, al momento de adicionar una combinacion de
antioxidantes de BHT y de acido ascérbico, a una concentracion del 1 % y del 3 %,
las muestras bajan a un pH de 4.00 y de 3.00 respectivamente, por lo que, la adicidon

de antioxidantes nos aleja del valor de pH que se busca mantener.

Como una solucién para amortiguar este valor de pH de las formulaciones en un

valor de 7.0 y evitar su fluctuacién (3- 4), se prepard para el ajuste, una solucién



amortiguadora 0.05 M de fosfatos pH 7.0 (fosfato monobasico de potasio- fosfato

dibasico de potasio), de acuerdo con el procedimiento establecido por (FEUM, 2018).

Este ajuste de pH se realiz6 para las muestras preparadas con el método de
preparacion optimizado, el cual se utilizé para formular tanto muestras con una
combinacion de antioxidantes (BHT y acido ascérbico) al 3 %, como en muestras con

los antioxidantes por separado en concentraciones de 1 % y 3 %.

En la siguiente tabla (21), se muestran los resultados obtenidos a partir del ajuste de

pH a 7.00 de las muestras de cristales liquidos a evaluar.

Tabla 21. Volumen de solucién amortiguadora (SA) que requirid cada muestra de cristales liquidos, de

acuerdo al tipo de antioxidante y concentracion utilizados, para ajustar su valor de pH a 7.00.

Ajuste de pH de cristales liquidos

No. Composicion de la muestra en pH SA pH
Muestra | cuanto al, tipo de antioxidantey | inicial | (mL) final
concentracion (%)

1 acido ascorbico 3 % 3.00 500 7.00
2 BHT 1 % 6.00 4.5 7.00
3 BHT 3 % 6.00 1.5 7.00
4 Combinacién de antioxidantes 3 % 3.00 762.5 | 7.00

(BHT + acido ascorbico)

NOTA. El antioxidante de acido ascérbico al 1 % no se contempld, ya que la muestra se oxido a un dia

de su elaboracion, por lo que se consideré6 como una muestra inestable.

Con los resultados obtenidos mediante la medicién del pH, se logra observar que la
muestra formulada con el antioxidante acido ascérbico a una concentraciéon del 3 %,
disminuye el valor de pH que se tiene en una muestra cargada solo con el ketoconazol,
que como se menciond tiene un valor de pH de 6.00, y que que al adicionar este
antioxidante, se obtiene un valor de pH de 3.00, mientras que en el caso de las
muestras con el antioxidante BHT ya sea a una concentracién del 1 % o 3 %, se
mantiene en el mismo valor de pH de 6.00, por lo que, este antioxidante no afecta a la
muestra inicial que contiene solo el principio activo, dado que el pH de la muestra que

contiene una combinacién de antioxidantes (BHT + acido ascérbico) a una



concentracion del 3 %, muestra un valor de pH de 3.00, se puede asimilar que este
descenso de pH comparandolo con las muestras con ketoconazol con pH de 6.00,

puede deberse a la presencia del acido ascoérbico en esta combinacion.

Como parte de la evaluacion de los antioxidantes, se buscé probar el método
optimizado de fabricacion tanto en formulaciones con una combinacion de
antioxidantes (BHT y acido ascérbico) al 3 %, como en muestras con los antioxidantes
por separado en concentraciones de 1 % y 3 %, a manera de conocer el
comportamiento de las muestras ante los diferentes antioxidantes y las diferentes
concentraciones aplicadas, se procedié a realizar una prueba de estabilidad, con el
objetivo de determinar la opcidén mas conveniente para mantener a la muestra estable y

con las caracteristicas deseadas.

6.7 Prueba de estabilidad

Con el pH amortiguado se realizé una prueba de estabilidad de un mes, con el objetivo
de observar el comportamiento de las muestras, las condiciones a las que se
sometieron las formulaciones, fueron a tres diferentes temperaturas; ambiente (20- 25
°C), refrigeracion (2- 2.3 °C) y estufa (40 °C), en la siguiente tabla (22) se describen las
muestras de cristales liquidos seleccionadas para someterse a la prueba de
estabilidad.

Tabla 22. Caracteristicas de las muestras de cristales liquidos sometidas a la prueba de estabilidad y las

condiciones utilizadas.

Muestras de cristales liquidos seleccionadas para la prueba de estabilidad

Concentracion Condicién
Antioxidante utilizado de antioxidante pH (Temperatura)
(%)
Combinacién de 3
antioxidantes 3 %
(BHT + acido ascérbico) 7 Ambiente (20- 25 °C)
6




BHT 1% 7
Refrigeracién (2- 2.3 °C)

6
BHT 3 %
7 Estufa (40 °C)
3
acido ascorbico 3% .

NOTA. El antioxidante de acido ascérbico al 1 % no se contempld, ya que la muestra se oxido a un dia

de su elaboracion, por lo que se consideré como una muestra inestable.

Para evaluar el comportamiento de las muestras, se considero, el valor del pH,
considerando su estabilidad al pasar el mes de la prueba, el aspecto fisico de las
muestras, buscando se mantengan con una coloracion, blanco-azulado y la distribucion
de tamano de particula (DTP) de cada muestra analizada, esperando se conserve el

tamano de particula de las muestras dentro de un intervalo de 80- 100 nm.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la prueba de estabilidad,
comparando los resultados obtenidos en su primer dia de haberse fabricado, una

semana después y al concluir el mes de la prueba de estabilidad.

En las tablas 23 y 24, se muestran los resultados obtenidos en cuanto al
comportamiento de las muestras de cristales liquidos con una combinacién de
antioxidantes (BHT + acido ascérbico) a una concentracion del 3 % sometidas a la

prueba de estabilidad.

Tabla 23. Analisis del comportamiento de las muestras de cristales liquidos con una combinacién de
antioxidantes (BHT + acido ascorbico) a una concentracion del 3 %, sometidas a la prueba de
estabilidad, observadas a partir del dia uno, una semana y un mes después; considerando, el valor del

pH y la distribucidon de tamafio de particula (DTP).

Muestras con una combinacion de antioxidantes
(BHT + acido ascérbico) al 3 %

DTP DTP DTP
Dia 0 pH 1 semana pH 1 mes pH




Temperatura ambiente (20- 25 °C)
Promedio: Promedio: Promedio:
17,134.84 nm 7.00 1,453.82 nm 6.93 [ 1,894,672.61 nm 6.85
Moda: Moda: Moda:
69.8 nm 70.2 nm 2,202,429.9 nm
Promedio: 3.27 Promedio: 3.25 Promedio: 3.17
81.76 nm 79.75 nm 80.61 nm
Moda: Moda: Moda:
81.7 nm 80.4 nm 80.9 nm
Refrigeracion (2- 2.3 °C)
Promedio: Promedio: Promedio:
79.81 nm 7.00 798.80 nm 6.98 2,313.55 nm 6.85
Moda: Moda: Moda:
80.5 nm 73.9 nm 78.7 nm
La muestra no se La muestra no se
Promedio: analiz6 debido a analizo debido a
76.82 nm que no presenté la que no presento la
3.27 transmitancia 3.26 transmitancia 3.18
Moda: minima requerida minima requerida
78.4 nm para analizar, por para analizar, por
su aspecto su aspecto
blanco-lechoso. blanco-lechoso.
Estufa (40 °C)
Promedio: Promedio: Promedio:
81.86 nm 7.00 79.10 nm 6.90 | 1,814,209.35 nm 6.83
Moda: Moda: Moda:
81.7 nm 70.3 nm 2,157,393.3 nm
Promedio: 3.27 Promedio: 3.27 Promedio: 3.18
78.58 nm 78.11 nm 78.87 nm
Moda: Moda: Moda:
79.6 nm 79.4 nm 79.8 nm

Tabla 24. Analisis del aspecto fisico (color) de las muestras con una combinacion de antioxidantes (BHT
+ acido ascérbico) a una concentracion del 3 %, sometidas a la prueba de estabilidad, observadas a

partir del dia uno, una semana y un mes después.

Muestras con una combinacion de antioxidantes
(BHT + acido ascoérbico) al 3 %




Temperatura ambiente (20- 25 °C)

Aspecto fisico
pH
Dia 0 1 semana 1 mes
7.00
3.00
Refrigeracion (2- 2.3 °C)
Aspecto fisico
pH
Dia 0 1 semana 1 mes
7.00




3.00

Estufa (40 °C)
Aspecto fisico
pH
Dia 0 1 semana 1 mes
7.00
3.00

Al utilizar una combinacién de antioxidantes (BHT + &acido ascorbico) a una
concentracion del 3 %, se puede observar como a temperatura ambiente (20- 25 °C), la
distribucion del tamafo de particula en la muestra con el pH ajustado a 7.00, se
mantuvo inestable durante el mes de prueba, mostrandose multiples poblaciones y
alterando drasticamente el tamafo de particula de la muestra, en cuanto a su aspecto,

se mantuvo completamente transparente, mientras que la muestra con el pH de 3.00,




mostré una distribucidn estable durante un mes y con un tamarfo de particula dentro del
intervalo establecido de 80- 100 nm, en este caso el aspecto de la muestra se mantuvo
en un color blanco-azulado y no se observd sedimento en el fondo o las paredes del
frasco contenedor; en cuanto al pH, en ambos casos se mantuvo sin diferencias

significativas durante el mes de la prueba.

Al someterlas a refrigeracion, (2- 2.3 °C), la muestra con el pH ajustado a 7.00, el
primer dia mostr6 una moda de tamafio de particula adecuado de 80.5 nm, pero al
pasar una semana, el tamafo promedio de particula cambid por la aparicion de varias
poblaciones y al pasar un mes, la muestra se desestabilizé aun mas al aumentar el
tamano de particula de las poblaciones que aparecieron durante la primer semana de
la prueba, en cuanto a su aspecto, la muestra presentd una coloracion blanco-azulada
ligeramente translucida, por otro lado, la muestra con el pH de 3.00, el primer dia
mostré un valor de moda de tamano de particula de 78.4 nm, pero, al pasar una
semana, la muestra en su aspecto fisico, presenté sedimento y paso de un color
blanco-azulado ligeramente translucido a un color blanco con aspecto lechoso,
volviendose muy opaca, impidiendo asi su analisis de distribucion de tamafio de
particula durante el resto del mes de la prueba. Mientras que en ambos casos, el pH de

ambas muestras no se vi6 con diferencias significativas al pasar el tiempo de la prueba.

En el caso de las muestras almacenadas en la estufa (40 °C), la muestra con el ajuste
a pH de 7.00, durante la primer semana se mantuvo estable su tamafo de particula
dentro del intervalo establecido, pero al mes, la muestra se desestabilizd
completamente y el tamafo de particula se vi6é totalmente alterado mostrando un
incremento que sobrepas6 al tamafio aceptado, en cuanto a su color, se mantuvo
completamente transparente todo el mes de la prueba. Mientras que la muestra con el
pH de 3.00, mantuvo una distribucion de tamafo de particula estable durante el mes de
prueba al mantenerse dentro del intervalo establecido, sin embargo, en cuanto a su
aspecto, comenzd6 con un color blanco-azulado, pero al pasar una semana cambio su
color a un tono amarillento y al pasar el mes, se observé de un tono rosa palido, por lo
que indica que la muestra esta oxidada. En cuanto al pH, ambas muestras mantuvieron

su valor sin diferencias significativas.



Por lo que en este caso con el uso de una combinacion de antioxidantes (BHT + acido
ascorbico) a una concentracion del 3 %, la muestra se va a mantener estable al ser
almacenada a temperatura ambiente (20- 25 °C) y con un pH con un valor

aproximadamente de 3.00.

A continuacién, en las siguientes tablas (25 y 26), se analizan los resultados en cuanto
al comportamiento de las muestras de cristales liquidos con el antioxidante
butilhidroxitolueno (BHT) a una concentracion del 1 % sometidas a la prueba de
estabilidad.

Tabla 25. Analisis del comportamiento de las muestras con el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) a
una concentracion del 1 %, sometidas a la prueba de estabilidad, observadas a partir del dia uno, una

semana y un mes después; considerando, el valor del pH y la distribucién de tamafo de particula (DTP).

Muestras con antioxidante BHT al 1 %

DTP DTP DTP
Dia 0 pH 1 semana pH 1 mes pH

Temperatura ambiente (20- 25 °C)

Promedio: Promedio: Promedio:
24.662.70 nm 7.00 86.45 nm 6.55 15,423.78 nm 6.12
Moda: Moda: Moda:
84.5 nm 85.1 nm 85.5 nm
Promedio: 6.18 Promedio: 6.08 Promedio: 5.60
85.96 nm 286.30 nm 128.51 nm
Moda: Moda: Moda:
84.6 nm 82.9 nm 88.3 nm

Refrigeracion (2- 2.3 °C)

Promedio: Promedio: Promedio:
85.94 nm 7.00 87.46 nm 6.88 87.35 nm 6.65
Moda: Moda: Moda:
84.6 nm 86.1 nm 86.1 nm
La muestra no se La muestra no se
Promedio: analizé debido a analizé debido a
86.41 nm que no presenté la que no presenté la
6.35 transmitancia 6.13 transmitancia 4.76
Moda: minima requerida minima requerida

85.0 nm para analizar, por para analizar, por




su aspecto su aspecto
blanco-lechoso. blanco-lechoso.

Estufa (40 °C)

Promedio: Promedio: Promedio:
86.03 nm 7.00 85.94 nm 6.83 214.82 nm 6.43
Moda: Moda: Moda:
84.7 nm 84.6 nm 85.0 nm
La muestra no se
Promedio: analiz6 debido a Promedio:
86.56 nm que no presento la 85.70 nm
6.38 transmitancia 5.62 5.72
Moda: minima requerida Moda:
85.2 nm para analizar, por 84.4 nm
su aspecto

blanco-lechoso.

Tabla 26. Analisis del aspecto fisico (color) de las muestras con el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT)

a una concentracion del 1 %, sometidas a la prueba de estabilidad, observadas a partir del dia uno, una

semana y un mes después.

Muestras con antioxidante BHT al 1 %

Temperatura ambiente (20- 25 °C)

Aspecto fisico

pH
Dia 0 1 semana

7.00




6.00

Refrigeracion (2- 2.3 °C)

Aspecto fisico

pH
Dia 0 1 semana
7.00
6.00
Estufa (40 °C)
Aspecto fisico
pH

Dia 0

1 semana

1 mes




7.00

6.00

Al observar las muestras con el antioxidante BHT a una concentracién del 1 %,
aquellas sometidas a temperatura ambiente (20- 25 °C) con un pH ajustado a un valor
de 7.00, la distribucion de tamafo de particula se mantuvo con un valor de la moda
dentro del intervalo establecido de 80- 100 nm, durante el mes de la prueba, en cuanto
a su aspecto, durante el mes también mantuvo su color en un tono blanco-azulado sin

la presencia de sedimento en el fondo o paredes del frasco contenedor.

De igual manera, la muestra con un valor de pH de 6.00, mantuvo su valor de moda de
tamafo de particula dentro del intervalo establecido y un aspecto de color
blanco-azulado durante toda la experimentacion y sin ningun tipo de sedimento. En

cuanto al pH ambos mantuvieron un valor estable sin diferencias significativas.

Al almacenarlas en refrigeracion (2- 2.3 °C), la muestra con el pH ajustado a un valor
de 7.00, mantuvo un valor de distribucién de tamafo de particula (DTP) dentro del
intervalo establecido durante el mes de la prueba, en cuanto a su aspecto, mantuvo un
tono blanco-azulado ligeramente transliucida y su pH se mantuvo sin diferencias
significativas. Mientras que la muestra con un pH de 6.00 en su primer dia, mostré un

valor de tamano de particula aceptable con una moda de 85.0 nm, encontrandose



dentro del intervalo del valor establecido como aceptable, pero, a partir del paso de una
semana, cambié su tono blanco-azulado por un tono totalmente blanco con aspecto
lechoso, lo que la volvié muy opaca y ya no se pudo analizar su distribucion de tamano
de particula, a pesar de que al mes se volvid mas transparente, siguidé sin poder
analizarse en el equipo su DTP, en cuanto a su valor de pH, en la primer semana se
mantuvo estable, pero al cabo de un mes tuvo un descenso significativo de 6.00 a un
valor de 4.00.

En cuanto a las muestras almacenadas en la estufa (40 °C), la muestra con el pH
ajustado a 7.00, mantuvo un tamafo de particula con el valor dentro del intervalo
aceptado durante el mes de prueba, asi como un aspecto de color blanco-azulado
ligeramente translucida, por otro lado, la muestra con el valor de pH 6.00 en su primera
lectura de DTP. mostré una moda de tamafio de particula de 85.2 nm, mientras que al
cabo de una semana, la muestra se volvié de un tono blanco con aspecto lechoso y se
volvié opaca, impidiendo analizar su DTP, después al pasar un mes, la muestra se
volvié ligeramente translucida y fue posible analizarla nuevamente, mostrando un valor
de la moda de 84.4 nm. En ambos casos el pH se mantuvo con valores sin diferencias

significativas.

Por lo que las muestras con el antioxidante BHT a una concentracion del 1 % con el pH
ajustado a 7.00 mostraron mejores resultados, los cuales se mantuvieron, ante las tres
diferentes temperaturas que se utilizaron para almacenar a las muestras durante la

prueba de estabilidad.

A continuacioén, en las siguientes tablas (27 y 28), se analizan los resultados en cuanto
al comportamiento de las muestras con el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) a una

concentracion del 3 % sometidas a la prueba de estabilidad.



Tabla 27. Analisis del comportamiento de las muestras con el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) a
una concentracién del 3 %, sometidas a la prueba de estabilidad, observadas a partir del dia uno, una

semana y un mes después; considerando, el valor del pH y la distribucién de tamario de particula (DTP).

Muestras con antioxidante BHT al 3 %
DTP DTP DTP
Dia 0 pH 1 semana pH 1 mes pH
Temperatura ambiente (20- 25 °C)
Promedio: Promedio: Promedio:
85.90 nm 7.00 85.94 nm 6.81 123.88 nm 6.47
Moda: Moda: Moda:
84.6 nm 84.6 nm 84.8 nm
La muestra no se La muestra no se
Promedio: analizé debido a analizé debido a
84.07 nm que no presenté la que no presento la
6.42 transmitancia 5.80 transmitancia 5.68
Moda: minima requerida minima requerida
83.1 nm para analizar, por para analizar, por
Su aspecto Su aspecto
blanco-lechoso. blanco-lechoso.
Refrigeracion (2- 2.3 °C)
La muestra no se La muestra no se
Promedio: analizé debido a analizé debido a
85.85 nm qgue no presento la que no presento la
7.00 transmitancia 6.94 transmitancia 6.76
Moda: minima requerida minima requerida
84.5 nm para analizar, por para analizar, por
su aspecto su aspecto
blanco-lechoso. blanco-lechoso.
La muestra no se La muestra no se
Promedio: analizé debido a analizé debido a
87.12 nm que no presenté la que no presento la
6.48 transmitancia 6.81 transmitancia 7.06
Moda: minima requerida minima requerida
85.8 nm para analizar, por para analizar, por
Su aspecto Su aspecto
blanco-lechoso. blanco-lechoso.
Estufa (40 °C)




Promedio: Promedio: Promedio:
18,995.11 nm 7.00 85.55 nm 6.69 85.84 nm 6.76
Moda: Moda: Moda:
84.5 nm 84.3 nm 84.5 nm
Promedio: Promedio: Promedio:
86.75 nm 6.23 85.18 nm 5.81 85.96 nm 5.57
Moda: Moda: Moda:
85.5 nm 84.0 nm 84.6 nm

Tabla 28. Analisis del aspecto fisico (color) de las muestras con el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT)

a una concentracion del 3 %, sometidas a la prueba de estabilidad, observadas a partir del dia uno, una

semana y un mes después.

Muestras con antioxidante BHT al 3 %

Temperatura ambiente (20- 25 °C)

Aspecto fisico
pH
Dia 0 1 semana 1 mes
7.00
6.00
Refrigeracion (2- 2.3 °C)
Aspecto fisico




pH

Dia 0

1 semana

1 mes

7.00
6.00
Estufa (40 °C)
Aspecto fisico
pH
Dia 0 1 semana 1 mes
: B
i ﬁ




En cuanto a las muestras con el antioxidante BHT con una concentracion del 3 %, las
almacenadas a temperatura ambiente (20- 25 °C), con un pH ajustado a 7.00,
mantuvieron su valor de distribucion de tamafio de particula (DTP) con una moda
dentro del intervalo establecido de 80- 100 nm, en cuanto a su aspecto fisico, durante
el mes de la prueba se observé un color blanco-azulado sin sedimento en el fondo o las
paredes del frasco contenedor. Mientras que las muestras con un pH de 6.00, en su
primera lectura de DTP, mostré un valor de moda de 83.1 nm, pero al pasar una
semana, la muestra cambié su tono blanco-azulado a un color blanco lechoso y se
volvi6 completamente opaca por lo que se vié impedido continuar analizando su
tamafio de particula. Para ambos casos el pH se mantuvo estable sin diferencias

significativas.

Las muestras sometidas a refrigeracién (2- 2.3 °C), tanto la muestra con un valor de pH
ajustado a 7.00 y la muestra con pH de 6.00, en el primer dia mostraron un valor de
distribucion de tamafo de particula (DTP) aceptado dentro del intervalo, siendo estos
valores de moda de 84.5 nm y 85.8 nm respectivamente, sin embargo, ambas al cabo
de una semana cambiaron su coloracion blanco-azuldas a un tono blanco lechoso y se
volvieron completamente opacas por lo que no se pudo continuar con su analisis de
DTP.

En cuanto al pH, la muestra con el pH ajustado a 7.00 se mantuvo sin presentar
diferencias significativas, mientras que en el caso de la muestra con un pH de 6.00, al
pasar de los dias se vid que comenzd a incrementar exponencialmente el valor, hasta

que, al cabo del mes de la prueba, este finalizé con un valor de pH de 7.06.

En el caso de las muestras almacenadas en estufa (40 °C), tanto la muestra con el pH
ajustado a 7.00 y la muestra con el pH de 6.00, mantuvieron un valor de distribucién de
tamafno de particula durante el mes de la prueba con un valor dentro del intervalo de
80- 100 nm, el cual es el indicado como aceptable, en cuanto al aspecto fisico de
ambas, presentaron un color blanco-azulado y no se presencio sedimento en el fondo o
paredes de los frascos que las almacenan; de igual manera, los valores de pH se

mantuvieron sin diferencias significativas.



Por lo que las muestras con el pH ajustado a 7.00 y almacenadas a temperatura

ambiente y en estufa, fueron las que presentaron mejores resultados de estabilidad.

A continuacién, en las siguientes tablas (29 y 30), se analizan los resultados en cuanto
al comportamiento de las muestras con el antioxidante acido ascoérbico a una

concentracion del 3 % sometidas a la prueba de estabilidad.

Tabla 29. Analisis del comportamiento de las muestras con el antioxidante acido ascorbico a una
concentraciéon del 3 %, sometidas a la prueba de estabilidad, observadas a partir del dia uno, una

semana y un mes después; considerando, el valor del pH y la distribucién de tamano de particula (DTP).

Muestras con antioxidante acido ascorbico al 3 %
DTP DTP DTP
Dia 0 pH 1 semana pH 1 mes pH
Temperatura ambiente (20- 25 °C)
Promedio: Promedio: Promedio:
706.04 nm 7.00 69.90 nm 6.85 | 2,223,562.01 nm 6.75
Moda: Moda: Moda:
69.5 nm 69.9 nm 2,199,798.6 nm
Promedio: Promedio: Promedio:
4 367.15 nm 3.36 79.75 nm 3.27 79.88 nm 3.19
Moda: Moda: Moda:
4176.7 nm 80.4 nm 80.5 nm
Refrigeracion (2- 2.3 °C
Promedio: Promedio: Promedio:
11,963.35 nm 7.00 96.53 nm 6.86 97.18 nm 6.80
Moda: Moda: Moda:
69.7 nm 94.7 nm 95.1 nm
La muestra no se La muestra no se
Promedio: analiz6 debido a analiz6 debido a
76.82 nm que no presento la que no presento la
3.30 transmitancia 3.28 transmitancia 3.19
Moda: minima requerida minima requerida
78.4 nm para analizar, por para analizar, por
Su aspecto Su aspecto
blanco-lechoso. blanco-lechoso.
Estufa (40 °C)




Promedio: Promedio: Promedio:
29,268.23 nm 7.00 1,046.79 nm 6.80 | 1,396,196.66 nm 6.74

Moda: Moda: Moda:
69.5 nm 69.9 nm 2,664,689.9 nm

Promedio: Promedio: Promedio:

78.66 nm 3.39 79.03 nm 3.33 379,743.13 nm 3.22
Moda: Moda: Moda:
79.7 nm 79.9 nm 80.4 nm

Tabla 30. Analisis del aspecto fisico (color) de las muestras con el antioxidante acido ascorbico a una

concentracion del 3 %, sometidas a la prueba de estabilidad, observadas a partir del dia uno, una

semana y un mes después.

Muestras con antioxidante acido ascorbico al 3 %

Temperatura ambiente (20- 25 °C)

Aspecto fisico
pH
Dia 0 1 semana 1 mes
7.00
3.00 "
Refrigeracion (2- 2.3 °C)
Aspecto fisico




pH

1 semana

7.00
3.00
Estufa (40 °C)
Aspecto fisico
pH
Dia 0 1 semana 1 mes
7.00

3.00




Para las muestras en las que se utilizé el antioxidante acido ascorbico con una
concentracion del 3 %, aquellas almacenadas a temperatura ambiente (20- 25 °C), la
muestra con un pH ajustado a 7.00, mostré6 un comportamiento estable durante una
semana en su distribucion de tamano de particula (DTP) ya que se mantuvo dentro del
intervalo de 80- 100 nm, sin embargo al cabo de un mes, la muestra se desestabilizo y
su tamano de particula cambi6 drasticamente, en cuanto a su aspecto fisico, la primer
semana se observo completamente transparente y al finalizar el mes de la prueba, se
cambié a un tono amarillento y conservando su transparencia, por lo que, se podria
atribuir a una posible oxidacién del principio activo. En cuanto a la muestra con un pH
de 3.00, en su primer dia se mostré con gran polidispersidad y un tamafno de particula
que sobrepasa significativamente el valor establecido, pero, a partir de la primer
semana, se estabilizé y se observd un tamafo de particula con un moda de 80.4 nm, la
cual se mantuvo hasta finalizar el mes de la prueba, en cuanto a su aspecto, se
mantuvo con un tono blanco-azulado sin la presencia de sedimento en las paredes o el
fondo del frasco. En ambos casos, el valor de pH se mantuvo sin observarse

diferencias significativas durante el mes de la prueba de estabilidad.

Por otro lado las muestras almacenadas en refrigeracion (2- 2.3 °C), para la muestra
con el pH ajustado a 7.00, el primer dia mostré en su analisis de DTP la presencia de
segundas poblaciones, pero, al pasar una semana se estabiliz6 y su tamafo de
particula se mantuvo con una moda de 94.7 nm, continuando asi hasta el mes del
analisis, sin embargo, en cuanto a su aspecto, comenzd con un color blanco-azulado,
pero, al cabo de una semana comenzo a verse de un tono amarillento y asi se mantuvo
hasta finalizar la prueba, por lo que se atribuye a la posible oxidacion de la muestra. En
cuanto a la muestra con el pH de 3.00, el primer dia mostré un valor aceptable de
tamafo de particula con una moda de 78.4 nm, pero, al cabo de una semana, cambid
su coloracion blanco-azulado a una muestra blanca con aspecto lechoso y opaco,
aunque al mes volvié a tornarse un poco mas translucida, no fue lo suficiente para
poder continuar con su analisis de DTP. Mientras tanto, el pH de ambas muestras se

mantuvo durante el mes de la prueba sin presentar diferencias significativas.



En cuanto a las muestras almacenadas en estufa (40 °C), en el caso de la muestra con
el pH ajustado a 7.00, al principio mostré una distribucidn de tamaro de particula (DTP)
inestable al observarse la presencia de segundas poblaciones, lo cual no se observo al
pasar una semana, pero al concluir el mes de la prueba, se volvieron a presentar las
segundas poblaciones pero esta vez con mayor tamafo y polidispersidad, en cuanto al
aspecto fisico, se mantuvo completamente transparente y no se observé un cambio en
la coloraciéon. En el caso de la muestra con el pH de 3.00, su DTP se mantuvo estable
durante la primer semana, pero, al finalizar el mes de la prueba, la muestra se
desestabilizé y el tamafio cambid al observarse la presencia de segundas poblaciones,
sin embargo, en cuanto a su aspecto fisico, a un dia de su exposicion a la temperatura
de la estufa, la muestra cambié su color blanco-azulado a un tono rosa palido y asi se
mantuvo hasta finalizar el mes de la prueba, por lo que se piensa que la muestra
comenzo a oxidarse rapidamente desde su primera exposicion al ambiente de la estufa.
En cuanto al pH, ambas muestras lo mantuvieron durante toda la prueba sin presentar

diferencias significativas.

Por lo que, en cuanto a los resultados, las muestras almacenadas a temperatura
ambiente y en estufa, con un valor de pH de 3.00 fueron las que se mostraron mas

favorables con respecto a sus resultados al evaluar su estabilidad durante un mes.

Sin embargo, con fines de la investigacion, la muestra que contiene BHT con una
concentracion del 1 % y un pH de 7.00, se eligi6 como la mejor opcion para estabilizar
a los cristales liquidos cargados con ketoconazol y mantener al principio activo estable
ya que fué la que presentd el mejor comportamiento durante la prueba de estabilidad,
en comparacion con las otras muestras en las tres diferentes temperaturas,
manteniendo un valor de pH cercano al inicial de 7.00 y un tamafio de particula dentro

del intervalo impuesto (80- 100 nm).

Por ultimo, se evalud la capacidad antioxidante del BHT y del acido ascérbico mediante
el método del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), buscando los siguientes

efectos:



- El cambio de color del DPPH que en metanol es de color morado intenso y que
al reaccionar con un antioxidante cambia a color amairrillo.
- La linealidad de la inhibicion del DPPH mediante una curva de calibracion, la

cual se mide a una longitud de onda de 517 nm.

Para indicar el porcentaje de captacion de DPPH que se relaciona con el cambio de
color purpura a color amarillo cuando se agrega un compuesto antioxidante, se utiliza la

siguiente formula, donde (A), es la absorbencia:

A A
% de Captacion DPPH = —=5—L x100

inicial

En la tabla 31, se presentan las condiciones que se establecieron para realizar la curva

de calibracion.

Tabla 31. Condiciones y parametros requeridos para realizar la curva de calibraciéon para la prueba de
DPPH.

Puntos de la Alicuota Soluciones | Concentracion | Aforo | Blanco
curva (ML)
[mg/mL]
50 5000
Solucidn 1.3 mg/ mL
30 3000 stock DPPH
20 2000 5mL | Metanol
15 1500
Solucidn 50 pug/ mL
10 1000 antioxidante
(acido
5 500 ascorbico)

Los resultados obtenidos a partir de la curva se presentan a continuacion en la tabla
32.



Tabla 32. Resultados obtenidos en el espectrofotometro a partir de la curva de DPPH, asi como los

porcentajes de inhibiciéon de cada punto de la curva.

No. Puntos de la curva Absorbencia (%) Inhibicién
lectura [ML]

1 5000 0.008 99.76

2 3000 0.311 90.61

3 2000 0.448 86.47

4 1500 0.806 75.66

5 1000 3.125 2.9

6 500 3.311 0

7 Control (DPPH) 3.311 0

Prusta DPPH
= _— . 3
Curva de calibracion, del punto de la Absorbencias graficadas en Excel
curva menos concentrado de R?=0.8526

antioxidante, al mas concentrado,
notandose su efecto de inhibicion ante la
decoloracion del DPPH.

Como se esperaba, hubo cambio en la coloracion de los puntos de la curva al entrar en
contacto el DPPH con el antioxidante, sin embargo, no se observa linealidad en la
curva, por lo que se procedio a elegir el punto con la absorbencia mas cercanaa 1y, a
partir de ahi crear nuevos puntos, con el objetivo de encontrar absorbencias menores y
por lo tanto linealidad en la curva, en este caso, ese punto es el numero cuatro con una

absorbencia de 0.806. En la tabla 33 se muestran los nuevos puntos de la curva.



Tabla 33. Curva de calibracion creada a partir del punto con la concentracién de 1500 pL, con una

absorbencia de 0.806, ademas del porcentaje de inhibicién de cada punto.

No. Puntos de la curva Absorbancia (%) Inhibicién
lectura [pL]

1 4000 0.401 87.8

2 3000 0.836 74.7

3 2000 1.271 61.6

4 1800 1.443 56.4

5 1600 2.270 31.4

6 1500 2.466 255

7 Control (DPPH) 3.311 0

Curva de calibracion, del punto de la curva
mas concentrado de antioxidante, al menos
concentrado.

Absorpancias prueba DPPH

Absorbancias graficadas en Excel

R?=0.9734

Con base en los resultados obtenidos, se observa inconsistencia en los puntos de la

curva, ya que hubo un incremento en la absorbencia del punto de referencia (1500 pL),

al pasar de una absorbencia de 0.806 a una de 2.466 y un descenso en el porcentaje

de inhibicidon, pasando de 75.66 % a 25.5 %.

Adicionalmente, se observa un cambio en la coloraciéon de las muestras, las cuales son

de un tono amarillo mas oscuro en comparacion a la curva anterior. Por lo que, para

esta investigacion, la prueba se descartd, debido a la falta de estabilidad de la muestra

y la inconsistencia en los resultados de los puntos de la curva, ya que al realizar la

repetibilidad de los mismos puntos, no se obtuvo el mismo tono de amarillo y la




absorbencia tuvo un incremento significativo.

Dado que el objetivo que se esperaba alcanzar consistia en obtener resultados con
linealidad y exactitud es que se sugerira para futuras investigaciones, establecer
métodos para determinar la capacidad antioxidante del acido ascorbico y del
butilhidroxitolueno (BHT).



7. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los cristales liquidos obtenidos mediante el método establecido por el Laboratorio de
Farmacia Molecular y Liberacién Controlada de la UAM-Xochimilco, presentan
caracteristicas como, un tamano de particula con un promedio de 97.91 nm, el cual se
encuentra dentro del intervalo establecido como adecuado para un sistema de cristales
liquidos, tal como lo mencionan Kim et al., 2016. Sin embargo, en el mismo grafico
obtenido a partir del analisis de tamafo de particula, se logra apreciar una distribucion
de tamafo amplia, lo que indica una muestra polidispersa, es decir, que las moléculas

que componen la muestra tienen diferentes tamafios (Evans et al., 2011).

Dado que se espera obtener una muestra de cristales liquidos monodispersa para
asegurar un unico tamano de particula, de acuerdo con lo mencionado por Xiang et al.,
2024, la sonicacién es una técnica utilizada debido a su capacidad de mejorar la
morfologia y regular el tamafo de las particulas, la importancia de esta técnica se
visualiza en los resultados presentados en la tabla 4, donde la muestra de cristales
liquidos que no se sometid a sonicacidon, presenta desorden en su distribucién de
tamano de particula, ademas de un tamafio de particula promedio de 134,437.3 nm, lo
cual sobrepasa por mucho el valor establecido de 80- 100 nm, mientras que, la muestra
a la que se le aplicé sonicacion, presenta un tamano de particula estrecho, confirmando
la obtencién de una muestra monodispersa, ademas, de un tamafio de particula
promedio de 87.29 nm, cabe mencionar que la sonicacién logra este efecto de
disminucién de polidispersidad y de tamafo de particula, ya que, como lo explica
Mhaske, 2011, la sonicacion es una onda de presidn sonora oscilante, que cuando es
aplicada a un sistema liquido, el cambio de presidn provoca la reduccion del tamafio de
las particulas; de esta manera, se confirma lo reportado por Csiszar et al., 2016, el cual
menciona que al aplicar incluso una ultrasonicacion corta de un minuto, puede reducir
significativamente el tamafo de los agregados y por lo tanto disminuir el tamafio de

particula.

Ademas, en cuanto al aspecto fisico, la muestra no sonicada se muestra totalmente
opaca con un aspecto lechoso, mientras que la muestra a la que se le aplico

sonicacién, se observa ligeramente opalescente vista a contraluz, Abral et al., 2020



menciona que una muestra con sonicacion cambia su grado de transparencia debido a
gue ocurre un cambio en la orientacion de la cadena molecular, ademas, Csiszar et al.,
2016 también menciona que el tratamiento con ultrasonidos da como resultado
muestras menos opacas con un color blanco grisaceo, debido a que una muestra que
no ha sido sonicada, no es homogénea y por lo tanto, presenta agregados lo
suficientemente grandes como para interferir con la luz visible, resultando en una

apariencia turbia.

De acuerdo con Nugroho et al., 2023, la sonicacidn depende de tres parametros
principales, que se convierten en los parametros mas criticos que deben controlarse
durante el proceso, los cuales son, el tiempo de ultrasonicacién, es decir, el tiempo de
duracion de cada ciclo, asi como el numero de estos aplicados, otro parametro es la
amplitud, la cual es altura maxima de una onda, haciendo referencia a la intensidad del
sonido y por ultimo, la potencia (o energia), que es la cantidad de energia transferida
por la vibracién, la cual se mide en Watts (W). Por lo que, a manera de optimizar las
condiciones iniciales de sonicacion, estos parametros fueron tomados en cuenta, como
se presenta en la tabla 5, se aplicaron diferentes condiciones de sonicacion a muestras
de cristales liquidos para determinar las que brinden mejores resultados, en la tabla se
observa que la muestra que presento los mejores resultados, fue la muestra 6, a la cual
se le aplicaron las siguientes condiciones de sonicacion, una amplitud de 80 %, ciclos
al 100 % y dos ciclos de sonicacion con una duracion de dos minutos cada uno, lo cual,
resultdé en un tamafio de particula promedio de 77.23 nm, una polidispersidad amplia y
en cuanto a los ciclos de sonicacion, se observo que entre cada ciclo, la muestra
aumentoé drasticamente de temperatura (aproximadamente 20 °C) entre cada ciclo, que
de acuerdo con Xiang et al., 2024 y Abral et al., 2020, es un comportamiento comun
observar un aumento de la temperatura inicial después de aplicar sonicacion, a pesar
de este incremento de temperatura, no se alcanzaron los 60 °C, temperatura a la cual,
segun Mhaske 2011, es la temperatura a la que el ketoconazol comienza a sufrir

oxidacion.

En cuanto al aspecto fisico (color), los cristales liquidos cargados con ketoconazol,

deben presentar, de acuerdo con Mhaske, 2011, un color blanco-azulado y ser



ligeramente translucidas, ya que, si el farmaco se oxida, se va a apreciar de manera
fisica, por que ocurre un cambio de color a un tono rosa, esto se puede apreciar en la
tabla 8, donde la muestra de cristales liquidos cargados con ketoconazol después de
cinco dias de su fabricacion, se observé un cambio de su color inicial a un tono salmén
claro, que aunque no es precisamente rosa (color que indica oxidacion del

ketoconazol), nos indica una muestra poco estable.

Debido a estos resultados, se busco evitar el drastico incremento de temperatura y por
lo tanto, tratar de evitar la oxidacion del ketoconazol contenido en las muestras de
cristales liquidos, esto se realiz6 al analizar muestras de cristales liquidos cargados con
ketoconazol y observar su comportamiento ante diferentes condiciones de temperatura,
las cuales fueron a temperatura ambiente (20- 25 °C) y en un bafio de hielo (0 °C), y
asi, determinar su comportamiento con base en el incremento de temperatura entre

cada ciclo de sonicacion y en su distribucién de tamafio de particula (DTP).

Los resultados observados en la tabla 9, muestran que una sonicacion a temperatura
ambiente requiere dos ciclos de sonicacion antes de alcanzar los 60 °C (temperatura a
la que comienza la oxidacién del ketoconazol) y obtener un tamano de particula
promedio de 97.91 nm, mientras que una muestra sonicada en un bafo de hielo,
requiere cuatro ciclos de sonicacion para reportar un tamano de particula promedio de
81.56 nm, es decir, al controlar la temperatura mediante un bafo de hielo, la muestra
requiere de mas ciclos de sonicacion para llegar a ese valor de tamafo de particula,
que de acuerdo a lo reportado por Abral et al., 2020 y Csiszar et al., 2016, a partir de
que la sonicacion dura mas de 7.5 minutos, da como resultado un efecto significativo, el
cual es un aumento en la resistencia a la traccidn, es decir, la muestra va a ser menos
susceptible a romperse o degradarse y podria soportar mas durante procesos como en

este caso, la sonicacion.

Ademas Xiang et al., 2024 establece que al aumentar la energia ultrasonica, se puede
ocasionar corrosién o desgaste del equipo ultrasonico, lo cual se observa en los
resultados obtenidos en la tabla 11, donde la muestra de cristales liquidos sonicada en
bafio de hielo, es decir, sometida a cuatro ciclos de sonicacion, al poco tiempo de la

finalizacién de la prueba, presenté un halo de microparticulas negras en el fondo del



frasco, lo que se puede intuir esta asociado a un desgaste del sonotrodo. Por lo que, se
establecieron las condiciones de sonicacion utilizadas en la muestra a temperatura

ambiente para replicar.

Por otro lado, se continué con el objetivo de optimizar la homogeneizacién de los
componentes de la muestra para obtener un tamafno de particula adecuado y poca
polidispersidad, ya que, la distribucion de tamafio amplia se continudé observando v,
ademas, se busco evitar la presencia de sedimento en el fondo o las paredes de los
frascos, tales resultados se observan en la tabla 13, donde después de diez horas de
agitacion, la muestra de cristales liquidos cargada con ketoconazol presentd un tamafio
de particula con un promedio de 84.81 nm y una distribucion monodispersa, indicando
que los componentes de la muestra se encuentran completamente homogeneizados y

presentan un mismo valor en su tamaiio.

Como lo establece Losada-Barreiro et al., 2022, el uso de antioxidantes en la
formulacion de productos farmacéuticos desempefia un papel vital como mecanismo de
conservacion, ya que son utilizados para prevenir la oxidacion de farmacos, por lo que,
se realizd6 un disefio experimental con el objetivo de optimizar las condiciones en
general del proceso de obtencion de cristales liquidos cargados con ketoconazol,
incluyendo ademas, una combinacion de dos antioxidantes que Hejri et al., 2019
menciona son eficaces al trabajar en conjunto (BHT y acido ascérbico), tal disefio se
encuentra descrito en el apartado 6.5, donde, una vez ejecutado, con base en los
resultados obtenidos, se determinaron como parametros para replicar, la concentracion
de antioxidante al 3 %, ya que fue la que retras6 el cambio en el color de las muestras
a la tonalidad rosa, una agitacion durante 10 h y, en cuanto a la sonicacién, aplicar dos
ciclos para obtener una distribucion de tamafno de particula (DTP) dentro del intervalo

aceptado de los cristales liquidos (80- 100 nm) y sin ocasionar desgaste del sonotrodo.

En los resultados obtenidos en la tabla 18, se observa que las muestras fabricadas bajo
las condiciones mencionadas anteriormente, mostraron hasta el dia veinte de su
evaluacion, un tamafo de particula dentro del intervalo de 80- 100 nm, por otro lado, en
cuanto al aspecto fisico, a partir del dia diez comenzd6 a presentarse un cambio en la

coloracién de la muestra, a un tono rosa palido, lo que indica el comienzo de la



oxidacion del farmaco, esto puede ser debido a que, de acuerdo con Herbig & Renard,
2016, el acido ascoérbico se vuelve inestable cuando es sometido a temperaturas altas
(>50 °C), debido a que cuando las muestras son sonicadas alcanzan una temperatura
de 60 °C, se podria intuir que el acido ascoérbico se esta desestabilizando, lo cual
podria demostrar porque las muestras duraron estables solo diez dias, indicando que

posiblemente el BHT trabajé individualmente como antioxidante.

En cuanto al pH, Yin et al., 2022 menciona que el uso del acido ascorbico en muestras,
puede reducir el pH de la misma, dado que el acido ascoérbico tiene un valor de pH
menor o igual a 3, por lo que, en los resultados mencionados en la tabla 20, se observa
como el valor de pH de las muestras se encuentra en un valor de 3- 4. Sin embargo,
Skiba et al., 2000 establece que el ketoconazol tiende a ser mas estable a un valor de
pH dentro de un intervalo de 6- 7, por lo que, se ajustdé con ayuda de una solucion

amortiguadora de fosfatos pH 7.0, lo cual puede visualizarse en la tabla 21.

Como una manera de determinar si con el pH ajustado se presenta mayor estabilidad, y
debido a la poca estabilidad en los resultados obtenidos en las muestras del disefio
experimental, a las que se les agregd una combinacion de antioxidantes, se realizé una
prueba de estabilidad a tres diferentes temperaturas; ambiente (20- 25 °C),
refrigeracion (2- 2.3 °C) y estufa (40 °C), utilizando muestras con una combinacion de
antioxidantes (BHT y acido ascérbico) al 3 %, y con los antioxidantes por separado en
concentraciones de 1 % y 3 %. De acuerdo con Hussain et al., 2022, el ketoconazol
tienen una vida media de 30 dias, tiempo después al que comienza a sufrir oxidacion,
por lo que, se tomé este tiempo como base para determinar la duracion de la prueba de
estabilidad, la cual se realizé durante un mes, buscando estabilizar la muestra de
cristales liquidos cargados con ketoconazol al adicionar un antioxidante. De acuerdo
con los resultados obtenidos visibles en la tabla 25, la muestra que contiene BHT con
una concentracion del 1 % y un pH ajustado de 7.00, presentd los mejores resultados
en cuanto a la estabilizacion de los cristales liquidos cargados con ketoconazol, ya que
mantuvo al principio activo estable durante la prueba de estabilidad en las tres
diferentes temperaturas, manteniendo un valor de pH cercano al inicial de 7.00 y un

tamafo de particula dentro del intervalo establecido (80- 100 nm).



En resumen, el antioxidante BHT a una concentracién del 1 % y con un pH de 7.00,
resultd ser el mas efectivo para estabilizar al ketoconazol contenido en las muestras de
cristales liquidos, ademas de las condiciones optimizadas en el proceso de sonicacion,
las cuales finalizaron como, una amplitud del 80 %, ciclos al 100 % y un total de dos
ciclos de sonicacion con una duracion de dos minutos, ademas de la agitacion
necesaria para integrar las dos fases (acuosa y oleosa) y formar la muestra de cristales
liquidos, la cual se determiné en un total de diez horas, todos estos parametros se
establecieron con el objetivo de cumplir con las caracteristicas esperadas y reportadas
de los cristales liquidos, las cuales son, una distribucion de tamafo de particula dentro
del intervalo de 80- 100 mn, incluyendo ademas, un sistema homogéneo,
monodisperso y con un aspecto fisico de la muestra, en el que se observe un color

blanco-azulado ligeramente translucido al ser vista a contraluz.



8. CONCLUSION

El método optimizado para el proceso de fabricacidn de los cristales liquidos cargados
con ketoconazol y antioxidante, establecido gracias al disefio experimental, resultd
eficaz en la obtencién de muestras con un matiz de color blanco- azulado, que es el
color indicativo de que no estad oxidado el ketoconazol dentro de la formulacién,
ademas, muestran un tamano de particula dentro del intervalo aceptado de 80- 100 nm,
obtenido gracias a los ciclos de sonicacién empleados, asi como la ausencia de
sedimento en las paredes o el fondo del frasco que almacena la muestra, asegurando

una completa integracién de los componentes.

En cuanto al antioxidante mas eficaz, se detecté en la prueba de estabilidad al
butilhidroxitolueno (BHT) con una concentracion del 1 % y un pH ajustado a 7.00, el
cual mostrd estabilidad ante las tres temperaturas a las que fue sometido (ambiente,
refrigeracion y estufa), conservando su tamafio de particula >80 nm, manteniéndose
dentro del intervalo establecido aceptado y un valor de pH cercano a su valor inicial de
7.00, ademas no se presencid separacidon de los componentes de la muestra, ni

sedimentos en el contenedor que la almacena.

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante, la prueba se descartd, por la falta de
estabilidad de la muestra y la inconsistencia en los puntos de la curva, ya que al
realizar la repetibilidad de los mismos puntos, no se obtuvo el mismo tono amarillo y la
absorbencia tuvo un incremento significativo, asi mismo, se sugerira para futuras
investigaciones, establecer métodos para determinar la capacidad antioxidante del

acido ascorbico y del BHT.
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