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RESUMEN

Este articulo presenta una aplicacion de las herramientas de modelacién matematica de procesos y modelos de
optimizacion para controlar las propiedades criticas de un producto farmacéutico. La mayor parte de los
ingredientes activos de un producto farmacéutico estan constituidos por cristales de moléculas organicas
pequefias. La efectividad de los ingredientes activos depende de las propiedades criticas de los cristales que los
forman. Una de las caracteristicas relevantes es la Distribucion de Tamarfio de Particula, la cual afecta el proceso
de transporte del ingrediente activo a través del sistema circulatorio hacia su destino final en tejidos u 6rganos.
Para controlar la Distribucidon de Tamafo de Particula del ingrediente activo, la presente investigacion utiliza una
metodologia basada en la solucion de ecuaciones de balance de poblacion, estimacion de parametros
experimentales a traves de un modelo de optimizacion, y la determinacion de las condiciones de cristalizacion del
ingrediente activo que permitan obtener un producto de las caracteristicas deseadas. La Distribucion de Tamafio
de Particula fue medida con métodos de difraccion laser, y el proceso de cristalizacién fue monitoreado con
mediciones de concentracion en fase liquida, utilizando espectroscopia ultravioleta. Como resultado del estudio se
determinaron las condiciones de proceso que permitan obtener un producto farmacéutico con la Distribucion de
Tamafio de Particula deseada
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ABSTRACT

The present study introduces the application of mathematical process modeling and optimization tools to control
the critical properties of a pharmaceutical product. Most of the active pharmaceutical ingredients (API) of the
pharmaceutical products are crystals of small organic molecules. The effectiveness of the API depends on key
characteristics of the crystals. One of the relevant characteristics is the Particle Size Distribution, which affect the
transport of the API through the circulatory system to the target organs. In order to control the Particle Size
Distribution of the API, this research work follows an approach based on the solution of Population Balance
Equations, the experimental estimation of model parameters, and the solution of an optimization problem to
determine the best process conditions in the crystallization of the API. Particle Size Distribution was measured
with Laser Diffraction methods, and the crystallization process was monitored by measuring concentration of the
solute in the liquid phase with Ultraviolet Spectroscopy (UV). As a result of the study, process conditions were
found that leads to the production of a pharmaceutical product with any desired Particle Size Distribution.
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1. INTRODUCCION

La cristalizacion es un proceso de separacion y purificacién ampliamente utilizado en la industria farmacéutica,
guimica y de los alimentos (Myerson, 2002). En el area farmacéutica, existe un claro interés por desarrollar
productos cristalinos del tamafio de unos cuantos micrones y con una variacién muy reducida en su distribucion
de tamafio de particula, ya que esto facilita el transporte del producto farmacéutico hacia su destino final en
tejidos u drganos (Shekunov et al., 2000). El proposito del presente estudio es evaluar experimentalmente un
proceso de cristalizacion continua de flujo tapon que permita obtener particulas con las caracteristicas
anteriormente citadas

El Compuesto X es un farmaco antimicoticoazolico, de la clase imizadol, que se utiliza para tratar infecciones
micdticas debido a su efecto de inhibir a la enzima que metila el ergosterol (esterol 14-adesmetilasa, siendo este
un sistema de enzimas que depende del citocromo P450 microsomal). Debido a sus propiedades, el Compuesto X
se ha utilizado como una alternativa para el tratamiento de cancer de prostata (Rasenack et al., 2002).

2. METODO EXPERIMENTAL

APARATOS

Un sistema continuo de flujo tapén (plug flow) fue construido y utilizado para llevar a cabo experimentos de
cristalizacién con antisolvente. El sistema estd conformado por una serie de modulos, que permiten ensayar
diversas configuraciones de proceso. La Figura 1 muestra un diagrama esquematico del sistema. Cada uno de los
modulos consiste en un tubo de vidrio de 76 cm3 (600 mm de largo, 12.7 mm diametro) y una chaqueta de
enfriamiento (600 mm largo y 35 mm de didmetro) para controlar la temperatura del proceso.
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Figura 1.- Esquema del proceso de Cristalizacion Continua de Flujo Tapon

El control de temperatura de cada uno de los médulos permite trabajar en un rango de -25°C a +150°C +/- 0.1°C
utilizando un sistema NESLAB RTE. La solucion que contiene el compuesto farmacéutico y el antisolvente se
inyectan en el primer médulo del reactor a traves una union “Y” que los conduce hacia la zona interior de
mezclado estatico. Los flujos de solucion y antisolvente son controlados por medio de bombas peristalticas
(modelo Gamma-L de ProMinent) que tienen un flujo maximo de 100 ml/min.

Una serie de mezcladores estaticos se encuentran en el interior del reactor, con el propésito de asegurar un
mezclado homogéneo y mantener las particulas sélidas suspendidas a lo largo del reactor. Los mezcladores
estaticos son tipo Kenics de %" de diametro (Cole Parmer). La geometria de los mezcladores estaticos consiste en
una serie de hélices cortas de longitud fija y de 1.5 veces el tamafio del didmetro del tubo. Las hélices tienen un
desfasamiento de 180° . La Figura 2 presenta un diagrama esquematico de los mezcladores estéaticos.
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Figura 2.- Detalle de los Mezcladores Estaticos tipo Kenics

Mediciones de concentracion de soluto se llevaron a cabo para monitorear el progreso del proceso de
cristalizacién. La concentracién del Compuesto X se midiéd con un espectrofotometro ultravioleta (modelo
GENESYS 20 de Thermo Spectronic) que tiene un rango de longitud de onda de 325 a 1100 nm, y una celda de
medicion de 3 ml de capacidad.

La distribucion de tamafio de los cristales se caracteriz6 por Difraccion Laser utilizando un instrumento Microtrac
modelo SRA 150 de Leeds & Northrup, con un rango de medicion de 0.7 a 704 micrones. La morfologia de los
cristales obtenidos se captur6 en imagenes utilizando un microscopio 6éptico Eclipse ME 600 de Nikon Co, con un
polarizador de imégen y en un rango de aumento de 5X a 150X.

MATERIALES

El Compuesto X fue obtenido de Johnson & Johnson (Jannsen Pharmaceutica). EI metanol (grado reactivo) fue
comprado a Fisher Chemical y el agua desionizada fue purificada con una membrana Whatman de 0.45 um

PROCEDIMIENTO

La solucién saturada de Compuesto X se prepar6 con 39 gramos del producto farmacéutico y 470 ml de metanol
en un matraz volumétrico de 1000 ml. La solucién se mantuvo a 35 °C (10 grados arriba de la temperatura de
saturacion) por dos horas con agitacion ligera para asegurar la disolucién completa de los solidos. La solucion se
dejo en reposo a temperatura ambiente (25 °C) durante la noche.

La solucién de Compuesto X y el agua (antisolvente) se afiadieron al cristalizados a flujo constante utilizando
bombas peristalticas. La cantidad de antisolvente afadido al reactor fue suficiente para mantener una relacion
solucion/antisolvente de 70:30 vol/vol en todos los experimentos. Sin embargo, la cantidad de antisolvente
afladido en cada modulo fue ajustada en cada una de las pruebas con base en el disefio del experimento. Por
ejemplo, en los experimentos de una etapa, el 100 % del antisolvente se agreg6 al principio del primer mddulo
(primera seccion de 600 mm de longitud), mientras que en los experimentos de 2 etapas, el 50% del antisolvente
se afiadioo en el primer moédulo y el 50% restante en el segundo médulo.

Experimentos preliminaries mostraron que el tiempo requerido para cristalizar el Compuesto X es mayor que el
méaximo tiempo de residencia al que puede operar el cristalizador. Por lo tanto, el sistema fue arreglado de tal
manera que el flujo de salida del dltimo mddulo se envié a un matraz de retencion y se recirculd al primer
maédulo, incrementando de esta manera el tiempo de residencia del sistema.

El efecto del tiempo de residencia y del nimero de etapas (nimero de puntos de inyeccién de antisolvente) sobre
la distribucion del tamafio de particula fue estudiado. Un resumen de las condiciones experimentales se presenta
en la Tabla 1.
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Tabla 1.- Condiciones de proceso para los experimentos con el Compuesto X

Experimento # Etapas Tiempo de Experimento # Etapas Tiempo de
residencia residencia
(min) (min)
1 1 9 11 2 70
2 1 15 12 2 80
3 1 21 13 3 10
4 1 28 14 3 20
5 2 10 15 3 30
6 2 20 16 3 40
7 2 30 17 3 50
8 2 40 18 3 60
9 2 50 19 3 70
10 2 60 20 3 80

Una muestra de proximadamente 5 ml se tomé del flujo de salida del cristalizador y se pasé a través de un filtro
de 0.22 um (Millipore Millex Sterile Syringe Filters), se diluy6 40 veces en metanol y se midi6 la concentracion
de Compuesto X en el espectrofotdmetro UV. Previamente se prepard una curva de calibracién utilizando diversas
soluciones de concentracion conocida del Compuesto X. La Figura 3 muestra la curva de calibracion.
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Figura 3.- Curva de calibracion de Compuesto X a 315 nmy 25 °C

También se tomd una muestra adicional del flujo de salida del cristalizador y se filtr6 con una membrana de 0.45
um (Whatman Membrane Filter) en un matraz Buchner al vacio y la fase solida se dejo secar en la estufa a 65 °C.
La distribucion del tamafio de particula del producto sélido se caracterizd utilizando el sistema Microtrac
SRA150. Cada muestra se analiz6 3 veces durante 90 segundos y el promedio de las mediciones se presenté como
la distribucién de tamafio de particula de la muestra.
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2.3.1 Modelo del proceso

Se desarroll6 un modelo del proceso de cristalizacion basado en la solucion simultanea de la ecuacion de Balance
de Poblacién y del Balance de Materia. EI propdésito del modelo es predecir el tamafio de particula obtenido en el
cristalizador continuo de flujo tapdn.

Las siguentes suposiciones se consideraron al desarrollar este modelo

i) La velocidad de crecimiento de los cristales es independiente del tamafio de particula.
i) No existe aglomeracion y rotura de cristales durante el proceso.

Las ecuaciones que describen el cristalizador de flujo tapdn son:

Balance de Poblacién

u, on +G an =0 con condiciones frontera n(0,x)=B°(x)/G(x)
OX oL
y condicion inicial n(L,0)=0

Balance de materia
dC

2
Ux&=—3ps k,G J'x n dx
Cinética del crecimiento de los cristales

G=k,(C-C,)’

Cinética de nucleacion
0 b
B" = kb (C - Cs )

Donde uy: velocidad axial kq: constante de crecimiento
n: densidad de poblacién kp: constante de nucleacion
X: coordenada axial (longitud del reactor) g: orden de crecimiento
G: velocidad de crecimiento de cristal b: orden de nucleacion
L : tamafo del cristal C: concentracion de soluto
B®: velocidad de nucleacion Cs: concentracion al equilibrio
ps.densidad del cristal ky: factor de forma

La solucién del sistema de ecuaciones se obtuvo empleando un método de discretizacién siguiendo el modelo de
Lax-Wendroff (Bennett et al. 2001). Este método numérico utiliza expansion de series de Taylor junto con un
algoritmo de diferencias finites explicitas.

La expresion explicita de recursion para la ecuacion de Balance de Poblacion es:

Coo o (=G n@,d+D) -n(, j-1) G \'(ni, j+1) -2n(, j)+n(, j-1) (Ax)*
n(i +1, J)_n(|,1)+(u j{ AL ij+ (U—J( (ALY J 5

X X
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donde Ax y AL son el tamafio del incremento en la longitud del reactor y el tamafio del incremento en el tamafio
del cristal, respectivamente.

El balance de material se aproximo por diferencias finitas:

C(@i+1)=C(i)-3p.K, U

X

donde
G(i) =k, (C(i)-C,)’

B(i) =k, (C()-C,)’

Los parametros del modelo (kq, 9, Kk, and b) se estimaron resolviendo un problema de optimizacion no lineal
descrito por:

. 2
mm@ (Cexp erimental Ccalculated ) )

3. RESULTADOS
DISTRIBUCION DE TAMARNO DE PARTICULA

La distribucion del tamafio de particula del Compuesto X se midi6 a diferentes tiempos de residencia y diferente
nimero de puntos de inyeccion de antisolvente utilizando difraccion laser. Los altos niveles iniciales de
supersaturacion promovieron la formacién de cristales pequefios, ya que a estas condiciones la nucleacion se
convierte en el proceso dominante. La Figura 4 muestra que la distribucion del tamafio de particula obtenido
presenta una variacion reducida. Esto puede explicarse por el buen mezclado a nivel molecular (micromezclado)
obtenido al operar en el régimen de flujo tapon.
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Figura 4.- Distribucion de Tamafio de Particula del Compuesto X obtenido con 1,2y 3
puntos de adicion de antisolvente
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CURVA DE DESUPERSATURACION

La concentracion del Compuesto X en fase liquida fue medida a diferentes tiempos de residencia para construir
una curva de desupersaturacion. La concentracion de soluto decrece conforme avanza el proceso de cristalizacion,
como se muestra en la Figura 5. Puede observarse que un incremento en el nimero de puntos de inyeccion resulta
en un decremento mas lento en la supersaturacion. Esto se explica por el hecho de que la supersaturacion inicial (y

consecuentemente la generacion de nuevos cristales a través de nucleacion) es menor en el proceso de dos etapas
que en el de una etapa.
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Figura 5.- Curva de desupersaturacion para el Compuesto X en el sistema methanol-agua

EFECTO DEL TIEMPO DE RESIDENCIA EN EL TAMARNO MEDIO DE PARTICULA

Se observo que al incrementar el tiempo de residencia, el tamafio medio de los cristales se incrementa. Sin
embargo, este incremento es relativamente pequefio, lo cual muestra que el proceso de crecimiento de cristales no
es el mecanismo dominante en este proceso particular.

EFECTO DEL NUMERO DE ETAPAS EN EL TAMANO MEDIO DE PARTICULA

La Figura 4 muestra también el efecto del nimero de etapas (nUmero de puntos de inyeccion de antisolvente) en el
tamafio medio de los cristales. EI tamafio se incrementa al aumentar el nimero de puntos de inyeccién. Esto
sugiere que al decrementarse la supersaturacion, la relacion de crecimiento/nucleacion se vuelve més favorable
para el proceso de crecimiento de los cristales.
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MODELO PARA PREDECIR EL TAMARNO DE PARTICULA

El modelo matematico descrito en la seccién 2.3.3 para el cristalizador de flujo tapon fue resuelto en Matlab,
utilizando el método de discretizacion de Lax-Wendroff. Los pardmetros Ax = 0.05 m y AL = 1 um fueron
utilizados en la solucion numérica. El primer paso para resolver el modelo fue la estimacion de los pardmetros kg:
constante de crecimiento, g: orden de crecimiento, k,: constante de nucleacion, and b: orden de nucleacién. La
siguiente seccion describe el algoritmo utilizado para obtener estos parametros.

3.5.1 Estimacion de Pardmetros

La funcion SQP de Matlab, que ejecuta una minimizacion utilizando programacion cuadratica sucesiva, fue
utilizada para obtener los parametros experimentales kg , g,, K»:, y b. La funcion objetivo fue definida como la
suma del cuadrado de las diferencias entre la concentracion experimental y calculada a lo largo del reactor.
Iniciando con una estimacion inicial de los parametros, el sistema de ecuaciones constituido por el balance de
poblacion, el balance de materia, la cinética de nucleacion y la cinética de crecimiento se resolvieron y el perfil de
desupersaturacion calculado se compard con los valores experimentales de concentracion de soluto. Con base en
la diferencia entre estos dos valores, se calcularon nuevos parametros y el ciclo se repitié hasta encontrar un valor
minimo de la funcién objetivo.

Utilizando los valores apropiados de estimacion inicial, el sistema convergio en 9 iteraciones y las valores
resultantes de los parametros fueron:

kg = 3.2 e-11 m/s (1/AC)

g=0.95
kp:= 2.1 €5 1/m* s ((1/ACY)
b=4

En la Figura 6 se muestra la concentracién experimental y simulada. Puede observarse que la curva de
desupersaturacion calculada se ajusta positivamente a los datos experimentales.
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Figura 6.- Curva de desupersaturacion experimental y calculada para el Conpuesto X
obtenido en un proceso de una etapa de adicion de antisolvente
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3.5.2 Simulacion del Proceso

Los parametros del modelo estimados en la seccion previa fueron utilizados para resolver el modelo matematico
de cristalizacion en flujo tapon. Los valores de la densidad de particula y factor volumétrico de forma utilizados
fueron 1200 kg/m3 'y 0.5236 respectivamente.

Para simular el proceso de multiple inyeccion de antisolvente, el sistema fue conceptualizado como una serie de
flujos piston en serie, en los cuales la salida de la etapa anterior se convierte en la entrada de la siguiente etapa. En
el punto inicial de cada etapa, los valores de concentracion inicial de soluto y la solubilidad se actualizan para
reflejar la dilucion e incremento de supersaturacion debido a la adicion de antisolvente fresco.

La Figura 7 muestran que los valores de tamafio medio de particula calculados para el Compuesto X en el sistema
agua-metanol en funcion del tiempo de residencia en una y tres etapas se ajustan positivamente con los valores
experimentales.
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Figura 7.- Tamafo medio de particula experimental y calculado para el Compuesto X, en funcion
del tiempo de residencia para una etapa y tres etapas de adicion de antisolvente

La Figura 8 muestra que los valores calculados de tamafio medio de particula para el Compuesto X en funcién del

namero de puntos de inyeccion de antisolvente. Para 2 y 3 etapas, el modelo predice un tamafio medio de

particula de 2.85 um y 3.18 um respectivamente, y los datos experimentales obtenidos fueron 3.03 umy 3.3 um,
los cuales concuerdan aceptablemente con la prediccion.
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Figura 8.- Tamafo de particula experimental y calculado para el Compuesto X en funcion
del nimero de etapas de adicion de antisolvente

4, CONCLUSIONES

Una manera de lograr la cristalizacion de productos farmacéuticos con una reducida distribucion de tamafio de
particula es controlando tanto el mezclado como el tiempo de residencia de los cristales formados en el reactor. El
sistema de cristalizacion continua presentado en este estudio es capaz de producir solidos cristalinos pequefios con
una reducida variacion en su distribucion de tamafio de particula. EI modelo matematico propuesto describe
adecuadamente la cristalizacion en un sistema de flujo tapdn y permite ajustar las condiciones de operacion del
proceso para obtener cristales de caracteristicas especificas, 1o cual es de gran importancia en las aplicaciones
farmacéuticas.
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