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RESUMEN

En la actualidad existe una amplia diversidad de Principios Farmacéuticamente Activos
(PFAs), entre los cuales se encuentra una clase de antibidticos llamados macrolidos. Estos
compuestos son ampliamente usados en el tratamiento de una amplia gama de procesos
infecciosos, especialmente en pacientes alérgicos a la penicilina. Los macrdlidos
presentan un anillo macrociclico de lactona de 14 a 16 atomos al que se unen varios
desoxiazucares (monosacaridos en los cuales un radical hidroxilo ha sido reemplazado

por un hidrogeno). Entre los macrolidos mas utilizados esta la eritromicina.

En este Trabajo Especial de Grado se presenta la caracterizacion estructural del estolato
de eritromicina, la presentacion farmacéutica mas comunmente utilizada de la
eritromicina. La caracterizacion de este compuesto se realizd mediante Espectroscopia
Infrarroja con Transformadas de Fourier (F7-IR), Analisis Térmico (7GA, DSC) y

Difraccion de Rayos X, tanto de Polvo como Cristal Unico,

El estolato de eritromicina es un solido de color blanco, insoluble en cloroformo, 2-
propanol, metanol y etanol. Es parcialmente soluble en acetona y agua. Su formula
molecular es Cs2Ho7NO1sS y su peso molecular 1.056,39 g/mol. Es comuinmente
comercializado en nuestro pais por los Laboratorios Calox C.4, Pharma y Spefar como

Eritromicina (nombre genérico) e [losone, en capsulas, suspension, tabletas y jarabes.

Curiosamente la estructura del estolato de eritromicina no ha sido reportada, a pesar de
ser un PFA de uso comun y de comercializarse desde hace muchos afios. En la busqueda
realizada en el base de datos de Cambridge, CSD (Cambridge Structural Database) del
CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre) [Groom et al., 2016] no se encontrd
ningln reporte sobre la caracterizacion estructural de este material. Por otra parte, en la
base de datos de polvo PDF-4/Organics del ICDD (International Centre for Diffraction

Data) [Gates-Rector y Blanton, 2019], existen tres reportes de patrones de difraccion



registrados para este compuesto. Sin embargo, ninguno de ellos contiene informacion
cristalografica. No se reportan los parametros de celda de dicho material. Esto es, los
patrones reportados no estan indexados. Debido a la falta de informacion estructural sobre
este compuesto, el objetivo principal de este trabajo de tesis es registrar ¢ indexar su
patron de difraccion de polvo y determinar su estructura cristalina por medio de la técnica
de difraccion de rayos X de cristal unico. Previo a la determinacion de la estructura se

realizo la caracterizacion del material por Espectroscopia Infrarroja y Analisis Térmico.

Tanto en el espectro F'T-IR registrado para el estolato de eritromicina materia prima como
para el estolato de eritromicina recristalizado se observaron las distintas bandas de
absorcion asociadas con los grupos funcionales presentes en dicho material. Se
observaron la banda O-H, la vibracion de tension C-H, la vibracion de tension que
corresponde al grupo carbonilo C=0, la vibracion de deformacion C-H, la vibracion de
tension asimétrica y asimétrica del grupo C-O-C, la vibracion de tension C-O localizada
en la region de la huella dactilar, la cual corresponde al grupo O-H y la vibracion de
deformacion O-H fuera del plano. Ademas, para el estolato de eritromicina recristalizado

se observo el balanceo CHz (cadena larga del estolato).

Para la caracterizacion térmica del estolato de eritromicina se empled el analisis
termogravimeétrico (7GA) y la calorimetria de barrido diferencial (DSC). Tanto el
termograma (7GA-DSC) del estolato de eritromicina materia prima como el del estolato
de eritromicina recristalizado mostraron una pérdida de masa entre el 8-10 % que se
correlaciona con la endoterma observada alrededor de 154-156 °C. En este rango de

temperatura funde el estolato de eritromicina.

El indexado del patrén de difraccion de rayos X de polvo registrado para el material
recristalizado, realizado con el programa DICVol04 [Louér y Boultif, 2004], condujo a
una celda triclinica con parametros a=10,960(14) A, b=21,013(29) A, ¢=28,219(06) A,
0=100,49(5)°, B=93,64(8)°, y=91,82(7)°. Las figuras de mérito obtenidas, M2z=14,2 y



F20=53,0(0,0066, 57), evidencian que el indexado fue satisfactorio y que la celda unidad

obtenida reproduce adecuadamente la posicion de los maximos de difraccion registrados.

La celda triclinica obtenida a partir de los datos de intensidad medidos en un pequeio
cristal obtenido luego del correspondiente proceso de recristalizacion concuerda con la
obtenida en el analisis de los patrones difraccion de polvo. La determinacion y el
refinamiento de la estructura del material bajo estudio, realizado con estos datos de
intensidad, se realizo con los programas SHELXT [Sheldrick, 2015a] y SHELXL
[Sheldrick, 2015b], respectivamente. Estos programas se usaron a traves de la interfase
grafica ShelXle [Hiibschle ef al., 2011]. Para el analisis de distancias, angulos de enlace y
enlaces de hidrogeno, graficacion, validacion y preparacion de archivos para publicacion
se utilizaron los programas PLATON |[Spek, 2009], Mercury [Macrae et al., 2020],
DIAMOND [Brandenburg, 1999] y enCIFer [ Allen et al., 2004].

La determinacion estructural del Estolato de Eritromicina ha mostrado ser un problema
dificil. Sin embargo, se estima que el modelo estructural obtenido representa
adecuadamente la estructura cristalina de este importante principio farmacéuticamente

activo.

En esta Tesis se presentan los resultados obtenidos en los estudios antes senalados y la

discusion detallada de dichos resultados.
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1. Introduccion General.

La Quimica del estado solido en sus intentos por contar con mejores técnicas de analisis,
para comprender la naturaleza y el comportamiento de la gran cantidad y diversidad de
materiales naturales y sintéticos, ha desarrollado a través de los afios excelentes técnicas
de caracterizacion. Entre las técnicas mas empleadas se encuentra la Espectroscopia
Infrarroja (cominmente conocida como F7-IR, por sus siglas inglés), las Térmicas y las
de Difraccion de Rayos X. Entre las técnicas térmicas destacan el Analisis
Termogravimétrico (7GA) y la Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC). Como técnica
de caracterizacion estructural, la mas poderosa es la Difraccion de Rayos X la cual
permite determinar, con una alta precision, la estructura de solidos cristalinos. También
puede ser utilizada como técnica analitica ya que permite determinar los componentes de

muestras policristalinas.

La difraccion de rayos X comprende un conjunto de técnicas que permiten la
caracterizacion de la estructura de materiales cristalinos de diversa naturaleza. Gracias a
los desarrollos computaciones y a la experiencia acumulada durante décadas se logra
determinar en forma precisa la estructura de materiales solidos cristalinos. Esto es, la
disposicion en el espacio tridimensional de los atomos que forman el material. La
difraccion de rayos X, mediante la técnica de muestras policristalinas (o de polvo)
también puede ser utilizada como técnica analitica ya que permite determinar los
componentes presentes en una determinada muestra que contenga varias fases cristalinas.
Una vez determinada la estructura cristalina, que se realiza comunmente por las técnicas
de cristal inico (o monocristal), se puede calcular las distancias interatomicas, los angulos
de enlace y de torsion, los planos atdbmicos y moleculares, entre otras importantes

informaciones sobre la estructura del material.

En la amplia diversidad de Principios Farmacéuticamente Activos (PFAs) se encuentra

una clase de antibioticos llamados macrolidos. Estos compuestos son generalmente la
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primera opcion utilizada para tratar una amplia gama de procesos infecciosos,
especialmente en pacientes alérgicos a la penicilina. Los macrolidos presentan un anillo
macrociclico de lactona de 14 a 16 atomos al que se unen varios desoxiazicares
(monosacaridos en los cuales un radical hidroxilo ha sido reemplazado por un hidréogeno).

Entre los macrélidos mas utilizados esta la eritromicina [Brunton et al., 2007].

La eritromicina es una base débil, con un (pKa de 8,9), que posee un anillo lactonico de
14 4tomos de carbono y forma sales y esteres cuando se pone en contacto con acidos
organicos. Es usada cominmente como sal (estolato), la cual es menos susceptible a
acidos por lo que su absorcion en el tracto gastrointestinal es mucho mas completa,
mejorando su biodisponibilidad oral [O’Neil et al, 2006]. En la figura 1 se muestra el

diagrama molecular del estolato de eritromicina.

Figura 1. Diagrama molecular del Estolato de Eritromicina.

El estolato de eritromicina es un solido de color blanco, insoluble en cloroformo, 2-
propanol, metanol y etanol. Es parcialmente soluble acetona y agua. Su féormula

molecular es Cs2Hg7NO13S y su peso molecular 1.056,39 g/mol [O’Neil. et al., 2006].
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También es llamado sulfato dodecilpropionato de eritromicina y laurilsulfato propianato

de eritromicina.

Curiosamente la estructura del estolato de eritromicina no ha sido reportada, a pesar de
ser un PFA de uso comun. En la busqueda realizada en la base de datos de Cambridge,
CSD (Cambridge Structural Database) del CCDC (Cambridge Crystallographic Data
Centre) [Groom et al., 2016], no se encontrd6 ninglin reporte sobre la caracterizacion
estructural de este material. Por otra parte, en la base de datos de polvo PDF-4/Organics
del ICDD (International Centre for Diffraction Data) [Gates-Rector y Blanton, 2019]
existen tres reportes de patrones de difraccidon registrados para este compuesto. Sin
embargo, ninguno de ellos contiene informacion cristalografica. No se reportan los
parametros de celda de dicho material. Esto es, los patrones reportados no estan
indexados. Debido a la falta de informacion estructural sobre este compuesto, el objetivo
principal de este trabajo de tesis es registrar e indexar su patron de difraccion de polvo y
determinar su estructura cristalina por medio de la técnica de difraccion de rayos X de

cristal unico.

Para la mejor caracterizacion estructural del estolato de eritromicina se recristalizd dicho
material con la finalidad purificarlo y obtener cristales de calidad y tamafio adecuado para
usar las técnicas de cristal Gnico. Luego de varias pruebas de solubilidad con distintos
solventes y numerosos intentos de recristalizacion se obtuvieron cristales adecuados a
partir de una solucion 1:1 acetona-agua. Tanto al material recristalizado como a la materia
prima que se recibio de Laboratorios CAM se le realizaron, por separado, los estudios por
espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (F7-/R), Analisis Térmicos (7GA-
DSC) y de Difraccion de Rayos X de Muestras Policristalinas. Del material recristalizado
se aislo un pequefio fragmento cristalino con el que se realizd la determinacion estructural

por técnicas de Difraccion de Rayos X de Cristal Unico.

13



Como es bien conocido, la espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier, F7-IR
es una de las técnicas analiticas de mayor utilidad en la identificacion de los grupos
funcionales presentes en especies moleculares organicas y organometalicas. Es muy
utilizada en la industria farmacéutica. Tanto en el espectro F7-IR registrado para el
estolato de eritromicina materia prima como para el estolato de eritromicina recristalizado
se observaron las distintas bandas de absorcion asociadas con los grupos funcionales

presentes en dicho material, como se evidenciard oportunamente.

El analisis termico registra el comportamiento de una sustancia y/o de sus productos de
reaccion en funcion de la temperatura mientras la sustancia se somete a un programa de
calentamiento bajo un régimen controlado de temperatura. Para la caracterizacion del
estolato de eritromicina se empleo el analisis termogravimétrico (7GA) y la calorimetria
de barrido diferencial (DSC). En el analisis termogravimétrico (7GA) se registra
continuamente la masa de una muestra, colocada en una atmosfera controlada, en funcion
de la temperatura o del tiempo al ir aumentando la temperatura de la muestra
(normalmente de forma lineal con el tiempo). En la calorimetria de barrido diferencial
(DSC) se miden las diferencias en la cantidad de calor de una sustancia bajo estudio con
respecto a una referencia en funcion de la temperatura, cuando ambas son sometidas a un

programa de calentamiento controlado.

La presente tesis se fundamenta en la caracterizacion del estolato de eritromicina, usando
técnicas espectroscopicas (FT-IR), térmicas (7GA, DTA y DSC) y difractométricas
(difraccion de rayos X, tanto de muestras policristalinas como de cristal unico). Particular
interés se centra en registrar ¢ indexar su patron de difraccion de polvo y determinar la
estructura cristalina de dicho principio activo por medio de la técnica de difraccion de

rayos X de cristal Uinico que, curiosamente, no ha sido reportada en la literatura cientifica.

14



II. Sobre el Principio Farmacéuticamente Activo en estudio.

El principio farmacéuticamente activo bajo estudio es la eritromicina, un antibiotico
macrolido de primera eleccion en el tratamiento de numerosas infecciones. Es usado
como alternativa a las penicilinas, en especial en pacientes alérgicos a ellas. La
eritromicina se emplea cominmente como sal (estolato, estearato, etilsuccinato,
propionato, entre otras) ya que de esa forma se mejora su biodisponibilidad oral y es mas
estable en medio acido. En particular, el estolato es menos susceptible al acido y exhibe
muy baja toxicidad. Sin embargo, tras su administracion, en algunas personas, pueden

aparecer dolores abdominales, nauseas, vomitos o diarreas [Brunton ef al., 2007].

El estolato de eritromicina es comercializado en nuestro pais por los laboratorios Calox,
C.A, Pharma y Spefar como Eritromicina (nombre genérico) e [losone, en capsulas,
suspension, tabletas de 250 mg y 500 mg y jarabes de 125mg/5 ml y 250mg/5ml por las
compaiias Glaxo-Smith-Kline y Lilly. También es producido por otros laboratorios,
como Pfizer, S.A., Cafar, Leti, Vivax Pharmaceuticals, entre otros [Spilva de Lehr et al.,
2009]. En la figura 2 se muestran algunos de los medicamentos comercializados en

nuestro pais.

IIl. Fundamentos de las Técnicas de Cristalizacion y Caracterizacion
utilizadas.

Durante el desarrollo de este trabajo especial de grado se revisaron los fundamentos de las
técnicas de cristalizacion y caracterizacion de principios farmacéuticamente activos. Se
prestd particular atencidon a estudios reportados en la literatura sobre la cristalizacion y
caracterizacion de la eritromicina y de sus sales mas comunes. A continuacidn se presenta
un breve resumen de los fundamentos de las técnicas empleadas: Espectroscopia

Infrarroja (FT-IR), Andlisis Térmico (Analisis termogravimétrico, TGA, y Calorimetria
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de barrido diferencial, DSC) y Difraccion de Rayos X. Previamente, se revisa brevemente

las técnicas de cristalizacidon mas comunes.
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Figura 2. Algunas presentaciones del Estolato de Eritomicina
comercializadas en nuestro pais.

III.1. Técnicas de Cristalizacion de Principios Farmacéuticamente Activos.

En la industria farmacéutica se utiliza cominmente la cristalizacion como técnica de
separacion y purificacion de los compuestos organicos e inorganicos que se emplean en la
fabricacion de medicamentos. En el proceso de cristalizacion ocurre un ordenamiento de

iones, atomos o moléculas de un compuesto dado, produciéndose el material cristalino

[Byrn et al., 2003].

La formacion y crecimiento de cristales en una red ordenada de forma lenta permite la
incorporacidon de moléculas del compuesto, separando de esta red cristalina las moléculas
de las impurezas, de modo que al final se obtiene un solido enriquecido en el compuesto

que se quiere purificar.
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En estas técnicas se suele aprovechar el hecho de que la mayoria de los compuestos
incrementan su solubilidad con la temperatura, de modo que la muestra a recristalizar se
disuelve en un solvente o mezcla de solventes a una temperatura cercana a la temperatura
de ebullicion del solvente. Posteriormente, se deja enfriar muy lentamente de modo que se
genere una solucion sobresaturada del compuesto lo que generalmente conduce a la

formacion de cristales en dicho compuesto [Byrn et al., 2003].

El primer paso para abordar un proceso de recristalizacion, en solucion, es la eleccion del
solvente. Para ello, previamente, se suelen realizan pruebas de solubilidad en distintos
solventes. El solvente optimo sera aquel que disuelva completamente el compuesto en

caliente y nada o muy poco en frio.

Ademas de esto, es importante que el solvente posea un punto de ebullicion moderado o
alto y que sea inerte frente al compuesto a recristalizar para no modificar la integridad de
éste. Cada principio activo se puede recristalizar en distintos solventes bajo distintas
condiciones. En general, se deben precisar las condiciones que conduzcan a una
cristalizacion adecuada. La supersaturacion de una solucion produce generalmente una
cristalizacion rapida con formacion de cristales muy pequeios, no bien desarrollados. Por
este motivo, se requiere que la evaporacion del solvente sea muy lenta y en un ambiente

libre de vibraciones mecanicas.

En algunas ocasiones, no es posible encontrar un solvente puro, en este caso, se puede
utilizar una mezcla compuesta por dos o mas solventes en cantidades adecuadas.
Normalmente, ocurre que el compuesto a purificar es muy soluble en unos solventes y
muy insoluble en otros. Por ello, se escogen mezcla de solventes. Por supuesto, en este
caso, ademas de elegir las proporciones adecuadas de cada uno, es necesario que los
solventes escogidos sean miscibles. Otra manera de llevar a cabo la recristalizacion es

disolver bien y adicionar una proporcion adecuada del solvente en el que no es soluble
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para favorecer su cristalizacion [Byrn et al., 2003].

La evaporacion lenta del solvente es adecuada para compuestos altamente solubles. Este
meétodo consiste en preparar una solucion del compuesto en un solvente adecuado; la cual
deberd estar saturada o casi saturada. Luego se transfiere la solucidon a un envase limpio y
se cubre de manera que el solvente pueda evaporarse lentamente. Para cubrir el envase se
puede wusar papel parafinado o papel aluminio. En la figura 3 se muestra

esquematicamente este procedimiento [Byrn ef al., 2003].

=)
e ] e O
e, ]

e —

Figura 3. Diagrama esquematico del método de evaporacion lenta del solvente.

En general, los farmacos son compuestos de bajo o medio peso molecular. Para obtener
cristales Optimos y determinar la estructura por difraccion de rayos X de estos materiales
se debe conocer su solubilidad y buscar las mejores condiciones de cristalizacion con
distintas estrategias. Entre los tipos de cristalizacion, como se mencioné anteriormente, la
mas usada por su sencillez es la evaporacion lenta de un solvente o de una mezcla de
solventes. La figura 4 muestra un ejemplo de cristales obtenidos por evaporacion. [Byrn

et al.,2003].
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Figura 4. Cristal de cloruro de tiosemicarbazida de cadmio monohidratado,
obtenido por evaporacion lenta de solvente.

I11.2. Técnicas de Caracterizacion de Materiales Farmacéuticos.

En el proceso de seleccion de la fase activa de un dado principio farmacéutico solido, que
se emplea en la fabricacion de un medicamento, se debe caracterizar la fase solida de
dicho principio activo y examinar la posible formacion de polimorfos. Como se mencion6
anteriormente, para ello se hace necesario emplear distintas técnicas de analisis como
Espectroscopia Infrarroja (F'7-IR), Analisis Termogravimétrico (TGA), Calorimetria de
Barrido Diferencial (DSC) y Difraccion de rayos X (DRX), entre otras [Byrn et al., 2003].

En los siguientes secciones se presenta una breve descripcion de dichas técnicas.

I11.2.1. Espectroscopia Infrarroja (FT-IR).

La Espectroscopia Infrarroja es una de las técnicas analiticas de mayor utilidad en la
identificacion de los grupos funcionales presentes en especies moleculares orgénicas y
organometalicas, en la industria farmacéutica. Se basa en la caracterizacion de las

vibraciones de los atomos en el material bajo estudio.

Para absorber radiacion en el infrarrojo, una molécula debe sufrir un cambio neto en el

momento dipolar. Ello ocurre al cambiar las posiciones de los atomos debido a los
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diferentes tipos de vibraciones y rotaciones que tienen lugar alrededor de los enlaces en la
molécula. Las sefiales que se observan en un espectro de absorcion en el infrarrojo surgen

por transiciones de un estado de energia vibracional a otro [ Silverstein et al., 2005].

Para una molécula sencilla diatomica o triatdmica es facil definir el nimero y la
naturaleza de las vibraciones presentes y relacionarlas con las energias de absorcion. Sin
embargo, para las moléculas poliatomicas, ello se hace dificil por el gran nimero de

vibraciones posibles.

Esencialmente. en un espectro infrarrojo se puede distinguir dos categorias basicas de
vibraciones: las vibraciones de tension y las de flexion. Una vibracion de tension supone
un cambio continuo en la distancia interatomica a lo largo del eje del enlace entre dos
atomos. Entre las vibraciones de tension se puede mencionar la tension simétrica y la
asimeétrica. La tension simétrica es un modo de vibracion que tiene lugar cuando dos
enlaces se alargan o se contraen simultineamente, mientras que en la asimétrica uno de
los dos enlaces se alarga mientras el otro se contrae. En la figura 5 se presentan ambos

modos de tension

(a) (b)

Figura 5. Tension simétrica (a) y asimétrica (b) de enlaces C-H.

Las vibraciones de flexion se caracterizan por un cambio en el &ngulo entre dos enlaces y
son esencialmente de cuatro tipos: tijereteo, de balanceo, de aleteo y de torsion, como se

muestra en la figura 6 [Silverstein et al., 2005].
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Figura 6. Vibraciones de tension y flexion.

En el espectro infrarrojo, las absorciones se registran como picos o bandas en distintas
posiciones debido a que los distintos enlaces y grupos funcionales absorben energia a
diferente frecuencia [Pretsch er al, 2003]. La denominada area de la huella dactilar
contiene informacion particular que permite precisar y ratificar la identidad de la muestra
examinada. En el proceso de identificacion se tienen presentes los valores tipicos de
tension que se han reportado en la bibliografia. Estos valores suelen presentarse en forma
tabulada. La tabla 1 contiene los valores de las frecuencias mas comunes asociadas a

diversos grupos funcionales [Lambert ef al., 2005].

El espectro infrarrojo se suele dividir en tres regiones: Infrarrojo cercano, el cual
comprende un rango de 12800-4000 cm™!, Infrarrojo medio de 4000-400 cm!, Infrarrojo
lejano de 400-10 cm!. La region mas utilizada es ¢l infrarrojo medio, comprendida entre

los 4000-400 cm™'.
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Tabla 1. Valores tipicos de tension en el infrarrojo para algunos grupos funcionales.

Grupo funcional Banda (cm™) Intensidad
C-H 2960-2850 Media
C=C-H 3100-3020 Media
C=C 1680-1620 Media
Alquino 3350-3300 Fuerte.
Ar-H 3030-3000 Media
ORH I 36503400 N Fuerte anCha .
-C-O- 1150-1050 Fuerte.
C=0 1780-1640 Fuerte
R oN-H 3500-3300 Fuerte, ancha
-C-N- 1230-1030 Media
RN02 I " 1540 N R Fuerte |

Existe una variedad de instrumentos, que pueden clasificarse en dos categorias: los
Espectrofotometros con Transformada de Fourier, que realizan un analisis simultaneo de
toda la banda espectral a partir de medidas interferométricas, y los espectrofotometros de
tipo dispersivo, utilizados en el IR cercano [Pretsch et al., 2003]. Los mas comunes son
los espectrofotometros de Transformada de Fourier, llamados usualmente F7-/R. Para
este analisis se utilizara el espectrofotometro infrarrojo marca Perkin Elmer modelo RX1
perteneciente al Laboratorio de Docencia de Quimica Organica de la Facultad de

Ciencias, que se muestra en la figura 7.

I11.2.2 Analisis Térmico.

Los Métodos Térmicos se pueden definir como un grupo de técnicas en las que se mide
una propiedad fisica de una sustancia y/o de sus productos de reaccion en funcion de la
temperatura mientras la sustancia se somete a un programa de calentamiento controlado

[Haines, 1995].
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Figura 7. Espectrofotometro Infrarrojo marca Perkin Elmer modelo RX1 perteneciente
al Laboratorio de Docencia de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias.

Existen numerosos métodos térmicos, que difieren en las propiedades medidas en funcion
de la temperatura y en los propios programas de calentamiento. Estos métodos se aplican
tanto en el control de calidad como en la investigacion de productos industriales, tales
como polimeros, productos farmacéuticos, arcillas y minerales, metales y aleaciones. En
el presente estudio se utilizaron dos meétodos térmicos: el analisis termogravimétrico

(TGA) y 1a calorimetria de barrido diferencial (DSC) [Haines, 1995; Callister, 1997].

Los métodos de analisis térmico son muy usados por su rapidez, sencillez y disponibilidad
en el estudio y caracterizacion de una serie de procesos fisicoquimicos (adsorcion,
desorcion, reduccion, oxidacion y reacciones en el estado solido) y en el estudio de

diagramas de fases (transiciones entre fases cristalinas).

Para obtener informacion de los cambios que pudiera sufrir el estolato de eritromicina,
tanto de la materia prima como el material recristalizado, en funcion de la temperatura a
ambos se les realizaron los estudios térmicos correspondientes (7G4, DSC). Para el
registro de los correspondientes termogramas se sometieron las muestras, colocadas en
atmosferas inertes y en las condiciones Optimas que se requieren para el buen

funcionamiento del equipo, a cambios de temperatura. Estos se llevaron a cabo en el
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Analizador Térmico marca Perkin—Elmer TGA7, perteneciente al Laboratorio de Cinética
y Catalisis de la Facultad de Ciencias (ver figura 8). Para la realizacion de estos estudios

se contd con el apoyo de la M.Sc. Marlin Villarroel.

Figura 8. Analizador Térmico perteneciente al Laboratorio de
Cinética y Catalisis de la Facultad de Ciencias.

111.2.2.1 Analisis Termogravimétrico (7GA)

En un analisis termogravimétrico (7GA) se registra continuamente la masa de una
muestra, colocada en una atmdsfera controlada, en funcion de la temperatura o del tiempo
al ir aumentando la temperatura de la muestra (normalmente de forma lineal con el
tiempo). La representacion de la masa o del porcentaje de masa en funcion del tiempo se

denomina termograma o curva de descomposicion térmica [Callister, 1997].

Los instrumentos comerciales modernos empleados en termogravimetria constan
esencialmente de: 1) una balanza analitica sensible, 2) un horno, 3) un sistema de gas de
purga para proporcionar una atmosfera inerte y 4) un microprocesador/microordenador

para el control del instrumento y la adquisicion y visualizacion de datos. Ademas, existe
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la opcion de contar con un sistema para cambiar el gas de purga en algunas aplicaciones

particulares [Callister, 1997].

Estos métodos suministran informacion sobre las reacciones de descomposicion y de
oxidacién que pueden ocurrir en la muestra y sobre procesos como vaporizacion,

sublimacion, entre otros, que ésta puede sufrir.

Un ejemplo del uso de esta técnica en el analisis cuantitativo de un material polimero se
presenta en la figura 9. La muestra es un polietileno que ha sido dopado con particulas
finas de carbon para disminuir el paso de la luz. En el analisis se puede precisar la

cantidad de cada componente.

100 -

= 75% de polietileno ‘al Tasa de calentamiento:
2 50 160°C/min
a \
\
;l
25 f———— g —————
25% de negro de carbdn N:%‘Og" \
!
0 ! — - )
0 250 500 750 1000
Temperatura,®C

Figura 9. Termograma de la degradacion térmica del polietileno. Tomado de Skoog et al., 2008.

Un segundo ejemplo muestra el termograma obtenido al someter a calentamiento en
atmosfera inerte el oxalato de calcio monohidratado (CaC204-H20) a una velocidad de 5
°C/min (figura 10). Las regiones horizontales perfectamente definidas corresponden a los
intervalos de temperatura en los que los diversos compuestos de calcio, producto de la

descomposicion del oxalato de calcio monohidratado, son estables [Skoog et al., 2008].
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Figura 10. Termograma del oxalato de calcio monohidratado (CaC204 - H20).
Tomado de Skoog et al., 2008.

I11.2.2.2 Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC).

La calorimetria de barrido diferencial (DSC) permite el estudio de aquellos procesos en
los que se produce una variacion del contenido calérico en la muestra, por lo que se
pueden determinar entalpias de reaccion, calores especificos, puntos de ebullicién y

cristalizacion, pureza de compuestos cristalinos, entre otros procesos.

En el DSC se miden la diferencia en el contenido calorico del material bajo estudio con
respecto a una referencia en funcion de la temperatura, cuando las dos son sometidas a un
programa de calentamiento controlado. El sistema de calentamiento sube la temperatura a
una tasa especifica (generalmente 5 °C/min) o bien mantiene la muestra a una temperatura
determinada. Existen tres tipos distintos de instrumentos para la calorimetria de barrido
diferencial DSC como son: instrumentos para el DSC de potencia compensada, DSC de
flujo de calor y DSC modulada, en el cual cada uno genera una grafica de potencia o flujo

de calor versus temperatura [Skoog et al., 2008].

La figura 11 muestra un DSC caracteristico (idealizado) del calentamiento un polimero
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hasta que ocurre su total descomposicion. El descenso inicial de AT es debido a la
transicion vitrea 7, (temperatura caracteristica a la cual los polimeros amorfos vitrificados
se hacen flexibles o parecen de goma). A esa temperatura se inicia el movimiento
coordinado de los largos segmentos de las moléculas del polimero. También se observan
dos maximos y un minimo, comunmente llamados picos. Los dos méaximos resultan de
procesos exotérmicos en los que el calor se desprende de la muestra ocasionando que su
temperatura aumente. El minimo, asociado con el proceso de fusion, es la consecuencia
de un proceso endotérmico donde el calor es absorbido por la muestra. El proceso del
primer pico exotérmico se corresponde con la formacion de cierta cristalinidad en el
polimero. Los cristales formados se funden en el proceso endotérmico siguiente. El Gltimo
pico, exotérmico, se encuentra solo si el calentamiento se lleva a cabo en presencia de aire

o de oxigeno ya que es el resultado de la oxidacion del polimero [Skoog ef al., 2008].
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N Cristalizacion
QL
= j
m /il
k
\ I
> | [
< | | 4
Transicion No |
) |
2 vitrea s oxidacién |
E Fusion [
0 Y
= Descomposicion
m
y
Temperatura

Figura 11. DSC caracteristico de un polimero. Tomado de Skoog et al., 2008.

I11.2.3 Difraccion de Rayos X

En 1895, Wilhelm C. Rontgen descubrid los rayos X mientras realizaba experimentos con

la luminosidad producida en determinadas sustancias quimicas bajo la accion de un tubo
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de rayos catodicos. Estos experimentos revelaron la presencia de una radiacion, la cual

contenia caracteristicas interesantes como:

v’ La propagacion de la misma se realizaba en linea recta y a una velocidad similar a la de
la luz.

v" Tenia la capacidad de emulsionar las placas fotograficas y atravesar cuerpos opacos.

Por este descubrimiento, a Rontgen se le otorgd el Premio Nobel de Fisica en 1901.
Posteriormente, en 1912, el cientifico aleman Max von Laue y sus colaboradores,
estimando que la longitud de onda de los rayos X era similar a la distancia interatdmica
existente en el arreglo regular periddico de un cristal, demostraron el fenomeno de
difraccion cuando un haz de rayos X incidia sobre un cristal. Ello no sélo demostro la
naturaleza ondulatoria de los rayos X sino también la existencia de un arreglo periodico
tridimensional en el cristal, definida por una unidad basica llamada celda unidad [Glusker

y Trueblood, 2010].

Luego de los experimentos de Laue, se comprendido que los rayos X son radiaciones
electromagnéticas. Ellas pueden ser producidas por la desaceleracion de electrones de
elevada energia o por transiciones electronicas que implican electrones de los orbitales
internos de los dtomos. Su longitud de onda esta en el rango de 0,001 nm a 10 nm. Se
tiene que cuanto menor es la longitud de onda de los rayos X mayor es su energia y su
poder de penetracion. Los rayos de mayor longitud de onda cercanos a la banda UV del
espectro electromagnético se conocen como rayos X blandos y los de menor longitud, que

se encuentran proximos a la zona de los rayos gamma, se conocen como rayos X duros.

Un aspecto importante asociado con la difraccion de rayos X es la necesidad de contar
con cristales. Un cristal se puede definir como un s6lido homogéneo cuyos atomos o
moléculas estan dispuestos ordenadamente lo que permite definir una unidad basica que

se repiten regular ¢ indefinidamente en tres dimensiones. La repeticion de esta unidad,
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llamada celda unidad, llena completamente el espacio tridimensional, llegando a existir

miles de ellas en todas las direcciones.

Mediante el estudio de la interaccion de un haz de rayos X con un cristal, llamado
comunmente patron de difraccion, se puede obtener informacién muy precisa sobre la
forma y tamano de la celda unidad y la disposicion estructural de los atomos dentro de
esta celda. Con esta informacion se puede reconstruir la estructura cristalina del material,
por lo que se pueden establecer las distancias interatomicas, los angulos de enlace y de
torsion, los planos atomicos y moleculares, entre otros aspectos geométricos de la
estructura del material. Esta técnica presenta la ventaja que no es destructiva y requiere
poca muestra para hacer el estudio. Se debe senalar que el patron de difraccion de un dado
material es caracteristico de ese material. Por esta razon las técnicas difractométricas se
pueden utilizar para identificar la naturaleza del o los materiales presentes en una muestra

[Glusker y Trueblood, 2010].

I11.2.3.1 Difraccion de Rayos X en un material cristalino.

La mayor parte de los materiales son cristalinos. Como se menciond con anterioridad, esta
cristalinidad lleva implicita la periodicidad tridimensional de la celda unidad. Esta unidad
esta definida por tres vectores no co-planares a, b y ¢. La magnitud de estos vectores y los
angulos que se forman entre pares de dichos vectores son los llamados pardmetros o
constantes de la celda unidad: a, b, ¢, o  y y. Como las dimensiones de la celda unidad
son del mismo orden de magnitud de la longitud de onda de la radiacion de la region de
los rayos X, la interaccion de este tipo de radiacion con la materia genera el fenomeno de

difraccion, al dispersarse la radiacion coherentemente [Glusker y Trueblood, 2010].

En 1913, W.H. Bragg y W.L. Bragg describieron la difraccion de cristales de forma mas

simple tomando en cuenta que el fendmeno de difraccion podria ser descrito como una
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reflexion de planos en la red. De esta manera, pudieron deducir una expresion sencilla que

explica geométricamente dicho fendmeno.

Para esta deduccion, los Bragg consideraron que un haz de rayos X incide a angulo 6
sobre un conjunto de planos paralelos, los cuales estdn separados por una distancia
interplanar d, son difractados como se muestra en la figura 12. Cuando los haces emergen
con el mismo angulo que el que forma el haz incidente con los planos, se puede
considerar que estos son haces reflejados por los planos separados por la distancia d
obteniéndose un haz de maxima intensidad cuando las ondas de los haces se encuentran

en fase. Esto es, interfieren constructivamente.

Onda plana
incidente

2dsen
4 ) \ %] Interferencia constructiva
dsen® cuando
® o o o o o nA =2d sen 6
Ley de Bragg

Figura 12. Representacion geométrica de la derivacion de la Ley de Bragg.

La interferencia constructiva entre las ondas dispersadas por los puntos de la red da lugar
a la aparicion de haces de rayos X difractados solo cuando angulos de incidencia
satisfacen la ecuacion de Bragg, la cual, es la ecuacion fundamental de la difraccion de

rayos X.
ni=2d sen@ Ec.(1)

La diferencia del camino recorrido entre los dos haces reflejados es de 2d sen (0). Para

que exista una interferencia constructiva, esta diferencia debe ser igual a un multiplo de la
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longitud de onda del haz (nl). Asi, se obtiene la condicion, expresada de forma general en

la ecuacion 2 de Bragg para la difraccion [Glusker y Trueblood, 2010].

En forma general

A= 2dhk,rS€n 9!1!;! EC.(2)

donde: A es la longitud de onda de los rayos X
dn = es la distancia de separacion entre los planos Akl

Ghii = es el angulo entre los rayos incidentes y los planos difractantes.

Cuando un haz de rayos X con una longitud de onda A incide sobre un cristal, la mayoria
de los fotones atraviesan los planos del cristal sin sufrir cambios de direccion. En el
proceso, una pequefia porcion del haz choca con los electrones de los atomos ordenados
en planos, por lo que son dispersados a determinados valores del angulo 6. La resultante
son ondas difractadas que surgen con diferentes grados de interferencias constructivas y
destructivas. El registro obtenido contiene informacion sobre la posicion e intensidad de
cada uno de los maximos de difraccion al que, como se menciond anteriormente, se le

denomina patrén de difraccion.

II1.2.3.2 Técnicas Difractométricas.

Dependiendo de la naturaleza de la muestra a ser estudiada, las diversas técnicas de
difraccion pueden clasificarse en dos grandes bloques: Las técnicas de muestras
policristalinas y las técnicas de monocristal (o cristal unico) [Delgado y Diaz de Delgado,
2004].

I11.2.3.2.1 Técnicas de Difraccion de Muestras Policristalinas.

Este método permite realizar el estudio cristalografico a muestras que no se pueden

obtener en forma de monocristales de cierto tamano. El método puede ser usado tanto en
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analisis cualitativo como cuantitativo. En general, la radiacion utilizada es monocromatica
y el registro del patron de difraccion se suele realizar en modernos difractometros,

controlados por una computadora, que poseen detectores electronicos.

Cada material presenta un patrén de difraccion caracteristico (su “huella dactilar”) por lo
que identificando el patron por comparacion con los patrones contenido en una base de
datos que contiene casi un millon de patrones de difraccion se puede identificar el
material que produjo el patron. En la figura 13 se muestra un difractograma de un
determinado material farmacéutico, el cual se expresa en una grafica de la intensidad vs el
angulo 26. La figura 14 muestra los pasos mas importantes del proceso de registro de un

patron de difraccion de muestras policristalinas.

2700

2250

1350

92004

Intensity (arb. units)

4500

[
=]
=
(=

N e S O O B A < B B B A A B B B A

= I NI I T TN TN N T T NN ANV T T T [N TN T N AT T |

8 22 36 50 64
20 (%

Figura 13. Patron de difraccion de una muestra policristalina.

Los maximos de difraccion se observan en forma de picos. A partir de las posiciones de
dichos maximos de difraccion se determina el tamafio y forma de la celda unidad de la

estructura cristalina del material. Por otra parte, la intensidad de los maximos contiene
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informacion sobre el tipo de atomo que forma el material y la naturaleza del arreglo de
esos atomos en la celda unidad, esto la estructura. Por ultimo, se puede mencionar la
anchura de los maximos de difraccion del patrén, la cual contiene informacion sobre el
tamafio de los cristales y las tensiones y defectos de la red cristalina [Delgado y Diaz de

Delgado, 2004].
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Figura 14. Representacion esquematica de los pasos del proceso de registro de un patron de
difraccion de muestras policristalinas.
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Con el objeto de registrar e indexar debidamente el patron de difraccion de polvo de este
material, luego de la recristalizacion correspondiente, para su eventual incorporacion en el
banco de datos de polvo Powder Diffraction File (PDF) del International Centre for
Diffraction Data (ICDD) [Gates-Rector y Blanton, 2019] se realizo el registro y analisis
de dicho patron. El registro se realizd con el equipo Bruker D8 Advance, con geometria
Bragg-Brentano, del Laboratorio de Rayos X de la Universidad Industrial de Santander

(UIS) de Bucaramanga, Colombia, que se muestra en la figura 15.

Figura 15. Difractometro de Rayos X para muestras policristalinas Bruker D8 Advance del
Laboratorio de Rayos X de la Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia.

Se debe mencionar que previamente se realizaron numerosos registros de los patrones de
difraccion de los materiales obtenidos, luego de los diversos intentos de recristalizacion
de la materia prima suministrada por Laboratorios C.A.M. Estos registros se realizaron en
el difractometro con goniometro Philips PW-10 50/25 automatizado por Crystal Logic,
Inc., del Laboratorio de Cristalografia de la Universidad de Los Andes (ver figura 16). En

este equipo también se registré el patron de difraccion de la materia prima.
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Figura 16. Difractometro de Rayos X de muestras policristalinas Philips PW 1050/25
automatizado por Crystal Logic, Inc. del Laboratorio de Cristalografia.

111.2.3.2.2 Técnicas de Difraccién de Cristal Unico

El registro de los datos de intensidad de cristal inico (o monocristal) con los cuales se
lleva a cabo la determinacion y el refinamiento estructural se realiza mediante un
difractometro controlado por computadora. En general, el procedimiento que se realiza
para el andlisis por difraccion de rayos X de monocristal estd comprende varias etapas, las

cuales se muestran esquematicamente en la figura 17.

La calidad de los datos que se obtienen depende de la calidad del cristal. Para determinar
la calidad del cristal se hace uso de un microscopio Optico con luz polarizada. El cristal
apropiado es aquel fragmento homogéneo que no presenta fisuras, conglomerados,
incrustaciones de materiales extrafios, etc. El tamafio del cristal debe estar entre 0,3 y 0,5

mm (en su maxima dimension).
Con la ayuda del microscopio de luz polarizada, se pueden escoger aquellos cristales que

extingan el haz de luz sistematicamente cada 90° al ser rotados en el microscopio. Por lo

que un buen cristal, cuando se examina bajo la luz polarizada, presenta zonas iluminadas
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y oscuras alternadas cada 90°. Si dos o mas zonas del cristal se extinguen o iluminan en
forma diferente al rotar, se considera que el cristal este maclado, es decir, hay una

yuxtaposicion de mas de un cristal en la muestra analizada. En la figura 18 se muestran

cristales de buena y mala calidad.
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Selecciéon datos
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Representacion, analisis, etc.
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o

Figura 17. Representacion esquematica del proceso de determinacion estructural.

o

Figura 18. Cristales de buena calidad (izquierda), cristales de mala calidad (derecha).
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El registro de la posicion y la intensidad de cada uno de los haces difractados constituyen
los datos primarios con los cuales se realiza el proceso de determinacion estructural. Este
proceso se lleva a cabo con el apoyo de sofisticados programas de computacion. Debido
a la velocidad de registro de los sistemas de deteccion de los modernos difractometros,
este registro se puede efectuar en pocas horas. Este aspecto es importante cuando se
requieren estudiar compuestos como proteinas u otros compuestos organicos que pueden
ser susceptibles a degradacion o descomposicion ocasionada por diversos factores, entre

ellos los mismos rayos X.

Como so6lo se puede registrar la intensidad de los haces difractados y no la fase, el
proceso de resolucion de estructuras cristalinas se torna mas dificil por lo que se debe
recurrir a métodos con fundamentos tedricos matematicos complejos para llevar adelante
el proceso de Determinacion Estructural. Las metodologias mas usadas son aquellas que
se basan en el uso de la Funcion de Patterson y los llamados Métodos Directos. Ambas
metodologias, junto al proceso de Refinamiento Estructural, han sido implementadas en
programas de computacion de facil acceso. SHELXT [Sheldrick, 2015a] y SHELXL

[Sheldrick, 2015b] son los programas mas utilizados para estos fines.

Para el andlisis e interpretacion de los resultados se utilizan otros programas como
PLATON [Spek, 2009], Mercury [Macrae et al.,, 2020], DIAMOND [Brandenburg,
1999], entre otros. Estos programas permiten visualizar y representar la molécula en tres
dimensiones. También ofrecen las facilidades para calcular las distancias de enlace,
angulos de torsion, planos y angulos entre planos, analizar la existencia de enlaces de
hidrogeno, contactos intra- e intermoleculares, visualizar el contenido de la celda unidad,
representar la naturaleza del empaquetamiento a lo largo de las direcciones

cristalograficamente importante y cualquier otra caracteristica estructural de interés.

Para el registro de los datos de difraccion de cristal Gnico se utilizd inicialmente el

difractometro Rigaku XtaLABPro con un gonidmetro con geometria Fuleriana de 3
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circulos, una fuente dual de Mo/Cu y un detector de area Pilatus 200K. Este equipo, que
se muestra en la figura 19, pertenece al Laboratorio de Rayos X de la Universidad
Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia. A pesar de los numerosos intentos
realizados con diferentes fragmentos cristalinos, no se pudo registrar suficientes datos

difractométricos que permitieran determinar la estructura del material bajo estudio.

Figura 19. Difractometro Rigaku XtaLABPro del Laboratorio de Rayos X de la
Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia.

Debido al tamano de los cristales obtenidos, en el orden de las micras, se hizo necesario
intentar el registro de los datos en un equipo que tuviese una fuente de rayos proveniente
de un sincrotron. Afortunadamente, se logrd el acceso a un sincrotron en los Estados
Unidos. El registro de los datos de difraccion se llevo a cabo en la linea de Sincrotréon 15—
ID del ChemMatCARS del Advanced Photon Source (APS) del Argonne National
Laboratory, Illinois, EUA, en el marco del Programa SCrAPS, en colaboracion con el
Indiana University Molecular Structure Center (IUMSC). Se utilizo un goniometro
Bruker D8 con eje y fijo y rotacion en 26 del detector APEX2 CCD. La longitud de onda
seleccionada fue 0,41328 A (ver figura 20). Se tomaron un total de 123577 reflexiones en

1082 “frames™ en el rango 1,716° < 6 < 19,915° en dos conjuntos de barrido en ¢ cada
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0,50° con un tiempo de conteo de 0,30 s por frame. El registro de datos, refinamiento de
los parametros de la celda unidad y la reduccion de datos se llevd a cabo con los

programas APEX2 y SAINT V8.34A, ambos propiedad de Bruker.

Figura 20. Difractémetro de Rayos X de Cristal Unico de la estacion de trabajo 15-1D,
ChemMatCARS, del Argonne National Laboratory, EUA.

La determinacion de la estructura cristalina y molecular del estolato de eritromicina se
realizé luego de un analisis exhaustivo del conjunto de datos de intensidades obtenido,
mediante la estrategia de Métodos Directos. Se uso esta metodologia debido a que el
compuesto bajo estudio contiene s6lo atomos livianos (C, H, N, S, O). Dicha estrategia se
desarrollé empleando el programa SHELXT [Sheldrick, 2015a], el cual permite la
elaboracion de un modelo estructural inicial para posteriormente efectuar un refinamiento
estructural, empleando el programa SHELXL [Sheldrick, 2015b]. Este programa de
refinamiento estructural utiliza la rutina de los minimos cuadrados. Luego de determinar y
refinar la estructura se analizaron las distancias y angulos de enlace de los atomos que la
constituyen con el programa PLATON [Spek, 2009]. Por ultimo, se procedio a la
representacion tridimensional de la estructura, usando el programa DIAMOND

[Brandenburg, 1999].

39



IV. Hipdtesis

La cristalizacion del estolato de eritromicina puede producir cristales de calidad y tamatio
adecuado para que se pueda, por técnicas de difraccion de cristal Gnico, determinar la

estructura cristalina y molecular del material, no reportada hasta ahora.

V. Objetivos

V.1 Objetivo General

Determinar la estructura cristalina del estolato de eritromicina, un Principio

Farmacéuticamente Activo (PFA) ampliamente usado en nuestro pais.

V.2 Objetivos Especificos

a) Preparar cristales de calidad y tamafio adecuado que permitan la determinacion de la
estructura cristalina del material.

b) Caracterizar el estolato de eritromicina mediante espectroscopia infrarroja F7-IR y
métodos térmicos convencionales: 7GA y DSC.

c) Registrar e Indexar el patron de difraccion de rayos X de muestras policristalinas del
estolato de eritromicina.

d) Determinar la estructura cristalina y molecular del estolato de eritromicina, por

difraccion de rayos X de cristal Unico.
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V1. Resultados y Discusion.

VI1.1. Ciristalizacion del Estolato de Eritromicina

En las pruebas de solubilidad del estolato de eritromicina materia prima se utilizaron
varios solventes, entre ellos cloroformo, 2-propanol, metanol, etanol, acetona y agua
destilada y mezclas de ellos. Se observo que el material bajo estudio es insoluble en
cloroformo, 2-propanol, metanol y etanol. Resultd soluble en acetona y agua y, por
supuesto, en mezclas acetona: agua. En la tabla 2 se muestran el resultado de algunas de

las pruebas de solubilidad realizadas.

Tabla 2. Pruebas de Solubilidad del Estolato de Eritromicina materia prima

Solvente - Soluble Insoluble
Cloroformo . X _
""" 2-propanol X
Metanol X
Etanol _ X
Acetona X
Agua X
Mezcla acetona:agua X

Para la cristalizacion del estolato de eritromicina se prepararon varias soluciones en agua,
acetona y en diversas mezclas acetona: agua. Los envases que contenian estas soluciones
se cubrieron con papel parafinado para disminuir la velocidad del proceso de evaporacion
del solvente a fin de facilitar la formacion de nucleos de cristalizacion y el crecimiento de
dichos nucleos. De todas las experiencias realizadas, los intentos exitosos se obtuvieron
en una mezcla acetona: agua 1:1 con 1,50 g de estolato de eritromicina materia prima.

Luego de un mes y medio, se obtuvieron cristales muy pequeios, en el orden las micras,
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en forma de placas (elongadas e incoloras), con lo que se intento realizar el registro de
datos de difraccion de cristal Unico (ver figura 21). De este recipiente se separd una
cantidad suficiente de material cristalino al que se le realizaron los estudios por

espectroscopia infrarroja y los estudios térmicos.

Figura 21. Cristales de Estolato de Eritromicina obtenidos.

VI1.2. Caracterizacion del Estolato de Eritromicina mediante F7-IR.

La caracterizacion, tanto del principio activo obtenido como materia prima suministrada
por Laboratorios C.A.M. y como del material recristalizado obtenido en el presente
trabajo, se realizo inicialmente mediante espectroscopia infrarroja con transformadas de
Fourier, FT-IR. Para este fin se utilizé el equipo marca Perkin Elmer modelo RX1, del
Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias, con la asesoria de la
Licenciada Iris Santos. En la figura 22 se muestra el equipo utilizado. Pequenas porciones
de cada uno de estos materiales, previamente pulverizadas en un mortero de agata, se
mezclo con bromuro de potasio (KBr) de alta pureza para formar las correspondientes
pastillas. Estas se colocaron en el espectrofotometro infrarrojo para el registro de los

espectros.
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En el espectro infrarrojo registrado para la materia prima se presenta en la figura 22,

destacandose las distintas bandas de absorcion observadas para este material. Por otra

parte, en la tabla 3 se encuentran las asignaciones de los correspondientes grupos

funcionales a cada una de las bandas de absorcion observadas en dicho espectro.

%Transmittance

Figura 22. Espectro FT-IR registrado para el Estolato de Eritromicina materia prima.
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Tabla 3. Sefiales caracteristicas observadas en el espectro FT-IR del

Estolato de Eritromicina materia prima

Banda Vibracion caracteristica '~ Frecuencia (cm™)  Intensidad
A Tension O-H ' ~3516  Fuerte
B Tension C-H 2970-2856 Fuerte
C Tension C=0 1738-1708 Fuerte
D Deformacion C-H 1464 Media
E Tension S=0 1376 Fuerte
F Tension C-O-C Asimétrica 1172 Fuerte
G Tension C-O-C simétrica 1062 Media
H Tension C-O : 1004 Media
I Balanceo CH: (cadena larga del estolato). | 732 Media
J Deformacion O-H fuera del plano 626 Media
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En la figura 23 se presenta el espectro FT-IR del estolato de eritromicina recristalizado con sus

respectivas bandas de absorcidn caracteristicas y sus asignaciones correspondientes.

%Transmittance

Wavenumber (cm-1)

Figura 23. Espectro FT-IR registrado para el Estolato de Eritromicina recristalizado

En la tabla 4 se muestran las bandas observadas, sus frecuencias caracteristicas y sus

intensidades relativas observadas en el espectro infrarrojo del estolato de eritromicina

recristalizado.

Tabla 4. Sefiales caracteristicas observadas en el espectro FT-IR del
estolato de eritromicina recristalizado.

Banda Vibracion caracteristica " Frecuencia (cm™")  Intensidad
A Tension O-H ~3516 Fuerte
B Tension C-H 2970-2856 Fuerte
C Tension C=0 1738-1708 Fuerte
D Deformacion C-H 1464 Media

E ~ Temsions=O 1376  Fuette
F Tension C-O-C asimétrica 1172 Fuerte

G | Tension C-O-Csimétrica 1062 [ Media
H Tension C-O | 1004 Media
I Balanceo CHz (cadena larga del estolato). 732 Media
J Deformacion O-H fuera del plano 626 Media
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VI1.3. Analisis Térmico del Estolato de Eritromicina.

En el termograma de la figura 24 se puede apreciar claramente el cambio significativo del
estolato de eritromicina materia prima en funcion de la temperatura. En el proceso de
calentamiento desde la temperatura ambiente hasta los 300 °C se observa una pérdida de
masa del 8,246 % equivalente a 0,6760 mg. Esta pérdida se correlaciona con la endoterma
observada alrededor de la temperatura de 154-156 °C. En este mismo rango de
temperatura se observo la fusion del estolato de eritromicina en el fusidmetro del

Laboratorio 2 de Quimica.
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Figura 24. Termograma TGA-DSC del Estolato de Eritromicina materia prima

De igual manera, en el proceso de calentamiento desde la temperatura ambiente hasta los
300 °C del termograma del estolato de eritromicina recristalizado (figura 25) se observa la

misma pérdida de masa, esta vez de un 10,81% equivalente a 0,8419 mg. Esta pérdida
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corresponde con la endoterma observada aproximadamente en 154-156 °C que, como se

menciono anteriormente, corresponde a la fusion del estolato de eritromicina.

100 =

o
Residue:
1GA 10.81%
(0.8419mag)
80 0.8
F-1.25
6008 & =
S 2 =
< =
£ 5 8
2 2 o
2 1.3 3
40 0.4 E T
o, - -2.25
2002
Temp. de fusion:
W / 154-156 °C
S
0 : : - : = ‘ : . -3.25
0 100 200 300 400 500
Exa Up Temperature (°C) Unliversal V4.5A TA Instruments

Figura 25. Termograma TGA-DSC del Estolato de Eritromicina recristalizado.

V1.4 Caracterizacion mediante Difraccion de Rayos X de Muestras
Policristalinas del Estolato de Eritromicina.

El patron registrado para el estolato de eritromicina materia prima, usando el
difractometro con un goniometro Philips PW-10 50/25 del Laboratorio de Cristalografia
de la Universidad de Los Andes, se presenta en la figura 26 mientras que el patron del
material recristalizado, registrado en el equipo Bruker D8 Advance del Laboratorio de
Rayos X de la UIS, Bucaramanga, Colombia, se presenta en la figura 27. Para una mejor
comparacion de dichos patrones de difraccion se muestra la superposicion de ambos en la

figura 28.
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Figura 26. Patron de difraccion del Estolato de Eritromicina materia prima, registrado en el
equipo Philips PW 1050/25 del Laboratorio de Cristalografia.
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Figura 27. Patron de difraccion del Estolato de Eritromicina recristalizado, registrado en el

equipo Bruker D8 Advance del Laboratorio de Rayos X de la UIS, Bucaramanga, Colombia.
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Figura 28. Superposicion del patron de difraccion registrado para el Estolato de Eritromicina

materia prima y el del material recristalizado.

Este difractometro, de mejor resolucion, esta equipado con radiacion CuKa (A=1,54187

A), operando a 40 kV y 30 mA y un detector electronico LynxEye. El patron se registro en

pasos de 0,0156° (20), desde 2° a 42°, a 5 segundos por paso. El indexado de este patron,

realizado con el programa DICVol04 [Louér et al., 2004], condujo a la celda triclinica

cuyos parametros se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Parametros de celda obtenidos a partir del patron de difraccion de polvo

para el estolato de eritromicina recristalizado.

Parametros de celda Valor
a(A) 10,960(14)
b(A) 21,013(29)
c(A) 28,219(06)
a (°) 100,49(5)
B () 93,64(8)
7 (°) 91,82(7)
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Luego del indexado se realizo el analisis del patron de difraccion con el programa

NBS*AIDS 83 [Mighell et al., 1983]. Se evaluaron las figuras

correspondientes. En la tabla 6 se presenta el resultado de dicho analisis.

Tabla 6. Indexado del patron de difraccion registrado para el
Estolato de Eritromicina recristalizado.

de méritos

h k [ 2 ggbs dobs 2 Qcal'c dCﬂfC A20 |
10 0 318 27,7294 3,181 27,7528 0,003
0o 1 0 4273 20,6631 4,269 20,6824 0,004

1 -1 0 4,837 182561 4,832 18,2718 0,004 |
11 0 5776 152876 5,781 15,2741 -0,005 |
2.0 0 6,370 | 13,8639 6,373 13,8577  -0,003
2. -1 0 6,987 12,6409 6,988 12,6390  -0,001 |
2 1 0 8,315 10,6254 8,308 10,6338 0,007
0o 1 1 8,465 10,4367 8472 10,4281  -0,007 |
0 2 0 8,595 | 102797 8,552 10,3308 0,043
0o 2 1 9,573 92312 9,598 9,2077  -0,024
3.1 /0 9,730 9,0824 9,735 9,0781  -0,005
2.0 -1 10285 8,5939 10,273 8,6036 0,012
30 -1 -1 10,645 83037 10,646 83032 -0,001
3.2 -1 10,892 8,1163 10,887 8,1201 0,005
2.2 0 11,591 7,6281 11,586 7,6314 0,005 |
0 1 -1 11,881 74425 11,886 7,4395  -0,005
4 0 0 12768 6,9277 12,774 6,9241 -0,007 |
2 -3 0 13293 6,6552 13,252 6,6759 0,042
13 1 13,644 6,4848 13,657 6,4786  -0,013
4 3 -1 14320 61803 14329 61763 -0,009
32 1 15719 56118 15817 55986  -0,037
1 2 2 16265 54451 16,292 54362 -0,027
2 2 1 16,624 53285 16,612 5,3322 0,012
1 4 0 1689 52609 16864 52532  -0,025
0 4 0 17,190 51541 17,161 5,1628 0,029
0 1 2 17441 50807 17,422 5,0860 0,019
0 3 2 17,681 50121 17,652 5,0204 0,029
1 4 0 18060 49078 18,036 49143 0,024
5 4 -1 18442 4,8070 18,442 4,8072 0,001 |
3.5 -1 18912 4,6886 18,872 4,6984 0,040 |
6 0 0 19213 4,6158 19,216 46150  -0,003
0 5 1 19410 4,5695 19,380 4,5765 0,030
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Continuacion de la Tabla 6.

h k [ 2 Qabs dobs 2 Qca[c dca.!'c A28
2 -3 1 19,843 44706 19,846 44700  -0,003
1 -5 -2 20751 4,2771 20,727 42819 0,024
0 1 -2 21119 42033 21,083 42104 0,036
5.2 1 21431 4,1429 21,449 4,1394  -0,018
301 2 21,943 4,0474 21,954 4,0453  -0,011
702 0 22540 39415 22,519 39451 0,021
0 6 1 23337 3,8087 23,368 3,8037  -0,031
730 23748 3,7436 23,766 37409  -0,017
1 -2 2 24408 3,6439 24411 36434 -0,004
1 2 -3 25129 3,5409 25,165 3,5360  -0,035
1 -6 0 25495 3,4909 25465 3,4949 0,029
1 6 2 25918 34349 25890 34386 0,028

Las figuras de mérito obtenidas, M>=14,2 y F2=53,0(0,0066, 57), evidencian que el
indexado fue satisfactorio y que la celda unidad obtenida reproduce adecuadamente la

posicion de los maximos de difraccion registrados.

VI.5. Determinacion de la estructura del Estolato de Eritromicina.

Como se menciond anteriormente, luego de numerosos intentos de recristalizacion, se
obtuvieron algunas placas elongadas incoloras muy pequefias en una solucion 1:1 de agua
y acetona. Luego de haber examinado en el difractometro los monocristales seleccionados
con el microscopio Optico, se escogio el que mostro los mejores maximos de difraccion.
Esto es, picos intensos relativamente bien definidos. Para este proceso se utilizo el
programa CrysAlisPro [Rigaku, 2015] producido por la compafiia fabricante del
difractometro de cristal inico del Laboratorio de Rayos X de la Universidad Industrial de
Santander, de Bucaramanga, Colombia. Como parte de esta evaluacion previa, se indexan
los datos, precisando para cada reflexion su intensidad, con la correspondiente

incertidumbre estandar y los indices de Miller.
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El registro de los datos de intensidad consiste en alinear el cristal en el centro 6ptico del
difractometro, indexar las reflexiones registradas, determinar la celda unidad y el posible
grupo espacial en el cristaliza el material. Igualmente, se debe ajustar los parametros

instrumentales que permitan el mejor registro posible.

A pesar del esfuerzo realizado, no se pudieron registrar datos de suficiente calidad que
permitieran realizar exitosamente el proceso de determinacion estructural, por el tamario
demasiado pequefio de los cristales. Se consideré necesario utilizar radiacion de
sincrotron, que es mas intensa que la radiacion del tubo de Mo del difractometro de la
UIS. Adicionalmente, la radiacion de sincrotron permite el registro de datos en cristales

mucho mas pequefios que los que se requieren para radiacion convencional.

El registro de los datos de difraccion con radiacion de sincrotron se llevo a cabo en la
linea de Sincrotron /5-ID del ChemMatCARS del Advanced Photon Source (APS) de
Argonne National Laboratory, Illinois, EUA.

Los programas SHELXT [Sheldrick, 2015a] y SHELXL [Sheldrick, 2015b] se utilizaron
para la determinacion y el refinamiento de la estructura, respectivamente, a través de la
interfase grafica shelXle [Hiibschle ef al., 2011]. Para el analisis de distancias, angulos de
enlace y enlaces de hidrogeno, graficacion, validacion y preparacion de archivos para
publicacion se utilizaron los programas PLATON [Spek, 2009], Mercury [Macrae ef al.,
2020], DIAMOND [Brandenburg, 1999] y enCIFer [Allen et al, 2004]. La Tabla 7

contiene los datos cristalinos y condiciones experimentales del registro de datos.

La determinacion estructural del Estolato de Eritromicina ha mostrado ser un problema
dificil. El analisis de los datos indica que la estructura se puede representar en una celda
triclinica, con cuatro moléculas independientes en la celda unidad, la cual concuerda con
la celda obtenida en el analisis de los patrones difraccion de muestras policristalinas. Los

parametros de la celda triclinica obtenida en el estudio por monocristal se presentan en la
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Tabla 7. Dado que la molécula de Eritromicina es quiral, el grupo espacial en el que
cristaliza no debe contener centros de inversion ni planos especulares. En el sistema

triclinico, este seria el grupo espacial Pl.

Tabla 7. Datos Cristalinos y Condiciones Experimentales del registro de Datos de Difraccion
de Cristal Unico del Estolato de Eritromicina.

Férmula molecular Cs52Ho7NO18S

Peso formula 1056.40

Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial Pl C2 12

a 10,7710(12) 40,812(4) 31,3343(21)
b 21,1027(28) 10,775(1) 10,7354(8)
c(A) 28.,4213(33) 31,376(4) 37,5294(26)
o 77,02(1) 90 90

B 79,11(1) 119,005(4) 107,84(1)
v (%) 75,22(1) 90 90

V (A% 6026,99(51) 12067,17(2) 12017,21(3)
o ye a e s IS . 8

De(gem?) _Lle 116 L1

Datos Experimentales

Linea de sincrotron 15-ID ChemMatCARS | APS | ANL
Goniometro Bruker DS

Detector APEXII CCD

Tamano del cristal (mm) 0,08 x 0,06 x 0,04 mm®
Color y morfologia Placas elongadas incoloras
Temperatura (K) 173

Radiacion / Longitud de onda (A) Sincrotrén / 0,41328

0 Min / Max (°) 1,716° <0 £19,915°

Tipo de barrido Barridos en @ cada 0,50° a 0,30 s por imagen.
Numero de reflexiones / Numero de imagenes 123.577/1.082

La Figura 29 muestra el mapa de densidades electronicas obtenido con el programa
SHELXS. El analisis de este mapa se debe hacer utilizando la informacion de distancias y
angulos de enlace producida por este mismo programa y de la cual se presenta una

muestra en la Tabla 8. Dado que cada unidad de estolato de eritromicina tiene como
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formula Cs2Hg7NO1sS y que hay 4 de estas unidades en la celda unidad, se requiere

identificar 72 x 4 =
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Figura 29. Mapa de densidades electronicas obtenido con el programa SHELXS.
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Tabla 8. Parte de los resultados del programa SHELXS para la determinacion
de la estructura del Estolato de Eritromicina.

Atom Peak X ¥ z SOF Height Distances and Angles
s1 0. -0.0077 0.3877 0.1634 1.000 2.66 0 10 1.178
014 2.161 6.9
0 15 3.028 120.8 118.2
018 2.1%0 87.3 93.1 135.9
0 35 2.711 110.0 110.1 126.0 58.5
0 51 3.052 43.9 37.7 87.2 130.5 121.9
0 &4 3.230 83.3 87.2 152.7 22.6 41.8 120.1
0 &9 2.495 114.8 117.8 124.0 35.1 24.7 142.5 32.1
074 2.163 115.1 113.2 7.8 133.8 133.1 85.1 153.7 128.5
0 &8s 1.720 37.0 36.6 B4.6 110.9 146.7 37.3 116.2 147.9 78.4
0 se 3.225 118.7 121.0 120.5 46.6 19.4 140.8 37.7 7.5 125.8 153.9
0 ss 2.983 €2.1 63.2 16€7.8 53.6 48.2 B88.8 33.4 E56.4 172.7 99.1 58.1
0 110 3.150 27.6€ 23.6 94.6 113.9 125.8 21.6 110.7 141.4 90.0 15.8 143.8
0 131 1.612 €5.3 €5.7 52.8 146.8 151.0 37.2 152.6 174.1 45.0 37.5 166.¢6
0 138 2.801 20.3 27.2 128.1 €9.3 105.9 €3.5 70.4 102.3 120.8 45.8 108.1
0 142 3.015 157.0 150.8 43.2 115.7 82.8 113.2 117.1 85.1 50.4 126.4 75.7
0 145 2.669 111.6 115.1 47.2 92.7 127.2 110.5 114.9 105.9 42.3 82.1 108.7
0 154 2.370 138.1 131.2 654.1 126.5 76.5 96.4 117.6 B88B.& €1.9 122.5 Bl.6
0 183 2.987 37.8 31.4 113.4 109.2 95.2 28.9 93.4 114.1 112.7 56.4 112.8
0 185 3.043 ©59.95 55.7 6€3.4 143.3 144.€ 26.2 142.9 1€8.€ €0.1 32.5 1€3.8
0 187 2.232 €1.1 55.3 70.0 148.4 127.5 18.1 137.2 152.0 €8.8 44.4 146.¢6
0 194 2.914 €9.2 7T4.8 148.1 18.2 6€5.7 112.3 24.0 52.3 143.3 95.9 59.2
0 202 3.188 21.7 15.6 133.7 85.0 S50.7 47.0 73.4 101.2 130.2 56.0 103.1
0 219 3.134 111.7 104.9 54.8 149.2 91.5 €9.3 132.0 110.2 €0.%9 98.0 102.7
2 72. -0.1412 0.639%8 -0.0817 1.000 2.87 04 1.273
0 76 0.978 €9.6
0 174 1.179 143.7 7T4.4
0151 1.063 55.4 6€1.7 110.2
0 193 1.607 48.2 61.7 109.3 94.5
0 264 0.786 76.8 120.8 127.8 59.1 121.9
0 288 1.968 110.1 41.8 33.6 93.1 82.7 141.9
0 294 1.892 54.9 35.8 96.9 26.1 78.2 B85.0 71.3
0 349 1.89% 27.4 43.4 116.4 57.1 37.9 99.5 82.8 42.1
3 72. -0.117¢ 0.3096 0.0090 1.000 3.5¢ 0 11 1.€71
0 114 1.432 105.5
| 0 182 1.6€98 40.1 98.3
4 71. -0.2172 0.6%92% -0.1002 1.000 2.63 02 1.273
076 1.306 44.5
0 151 1.102 52.6 50.8
0 193 1.215 80.5 65.1 119.3
0 264 1.334 35.0 7Ti.1 44.3 113.2
0 294 1.559 83.2 50.3 42.1 105.5 B86.3
0 349 0.965 115.2 72.0 100.5 63.8 140.8 59.9
s 70. 0.3244 0.0065 0.2485 1.000 4.21 0 16 1.37¢
0 46 1.313 137.4
0 105 1.513 129.3 38B.9
0 304 1.142 48.1 104.9 Bl.€
€ 70. 0.0020 0.570% 0.0891 1.000 2.46 0 138 1.81%9
0 181 1.431 116.2
0 202 1.100 71.3 137.8

Utilizando el programa SHELXT, se obtuvo una asignacion automatica de los atomos.
Aunque algunas asignaciones no son las apropiadas, el uso de este programa facilita en
cierta medida la identificacion de algunas partes de las unidades eritromicina y estolato.
La Figura 30(a) muestra de manera grafica la asignacion de los atomos. La Figura 30(b)
muestra dos de las cuatro moléculas independientes. Se puede notar que algunos atomos
del anillo macrociclico y de los monosacaridos se han identificado como nitrogenos en
lugar de oxigenos o carbonos. El analisis minucioso de esta asignacion de atomos y los

sucesivos mapas de diferencias de Fourier revelaron la estructura molecular de la
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eritromicina y algunos de los atomos de la unidad estolato, fundamentalmente los atomos

de azufre y de oxigeno.

b)

Figura 30. a) Asignacion de atomos en cuatro moléculas independientes por el programa
SHELXT. b) Dos de las cuatro moléculas independientes en la estructura del Estolato de
Eritromicina.
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La estructura molecular de uno de los cuatro fragmentos Eritromicina se muestra en la
figura 31. A pesar de que no se identificaron algunos de los atomos, la disposicion de los
atomos y sustituyentes indica que corresponde a la Eritromicina A, la forma de mayor
eficacia y mds cominmente encontrada en formulaciones farmacéuticas. La
representacion de la estructura en base a la celda triclinica obtenida, consistente con los
parametros obtenidos en el estudio realizado en muestra policristalina, se presenta en la

Figura 32.

[

Figura 31. Disposicion del anillo macrociclico y de los dos monosacaridos presentes en la
estructura del estolato de eritromicina. (Los atomos grises representan atomos de carbono, los
rojos son atomos de oxigeno y los azules son atomos de nitrogeno). Se omitieron los datomos de

hidrogeno para mayor claridad.
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Figura 32. Estructura cristalina del Estolato de Evitromicina
representada en base a la celda triclinica Pl.

Sin embargo, el refinamiento de las posiciones y factores de desplazamiento atomico de
los atomos que conforman la eritromicina no converge a valores satisfactorios de los
indices de discrepancia del refinamiento y wvarios atomos refinan con factores de
desplazamiento sin sentido fisico (“Non Positive Definite” o NPD). Las distancias y

angulos de enlace y los angulos de torsion preliminares se muestran en el Apéndice A.

Para tratar de mejorar el ajuste entre los datos de intensidad registrados y los calculados a
partir del modelo estructural determinado se explord la posibilidad de que el cristal
estuviese maclado (presencia de dos o mas orientaciones de una misma red cristalina).
También se analizd la posibilidad de que el cristal analizado estuviese compuesto por mas
de una fase cristalina (multi-cristal). Al no observarse una mejoria importante en el ajuste

anteriormente sefialado, en ninguna de las posibilidades mencionadas, se pensd que la
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estructura pudiera representarse mejor a través de una modulacion conmensurable o
inconmensurable.

El analisis detallado de los datos de intensidad sugiere precisamente una modulacion
conmensurable, es decir, que la estructura cristalina se describe mejor en una super-celda
de la celda triclinica. En este proceso se identifica una celda monoclinica en los grupos
espaciales C2 o 12, cuyo volumen es el doble del volumen de la celda triclinica. Estas

super-celdas de la celda triclinica se representan en las figuras 33 y 34.

Figura 33. Estructura cristalina del estolato de eritromicina
representada en base a la celda triclinica C2.
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Figura 34. Estructura cristalina del estolato de eritromicina
representada en base a la celda triclinica /2.

El refinamiento realizado en ambos grupos espaciales conduce a la misma disposicion
molecular que se muestra en la figura 29. Refinamientos posteriores indican que el
estolato esta desordenado, lo cual es de esperar dada la longitud de la cadena alifatica y la
disposicion de las unidades de eritromicina que resultan en canales donde se pueden
ubicar los estolatos. En virtud de la relativamente baja intensidad de las reflexiones
registradas pudiera resultar complicado determinar completamente la estructura de este
compuesto. Sin embargo, se considera que el modelo estructural que se tiene en estos
momentos es bastante adecuado. Dado que a través de los anos se han registrado datos de
difraccion en varios cristales utilizando diferentes equipos y radiaciones (rayos-X
convencionales y sincrotron) se tratard de analizar de nuevo y mas cuidadosamente los

datos para tratar de refinar mejor el modelo estructural.
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Conclusiones.

* Por evaporacion lenta de una solucion de Estolato de Eritromicina en Agua/Acetona
1:1 se logro obtener cristales de mediana calidad para estudios de difraccion de rayos
X.

* Los espectros FT-IR corroboraron la naturaleza quimica del Estolato de Eritromicina
tanto en la materia prima como en el material recristalizado.

* El estudio por métodos térmicos de analisis mostro similitud en el comportamiento de
la materia prima y del material recristalizado, permitiendo la determinacion de la
temperatura de fusion.

* Fue posible indexar el patron de difraccion de rayos X en muestras policristalinas en
una celda triclinica con buenas figuras de mérito. Este patron se enviara al ICDD para
su incorporacion en la base de datos de polvo ya que cumple con los parametros de
calidad exigidos por el ICDD.

* Los estudios por difraccion de rayos X de cristal unico mostraron una alta complejidad
en la estructura cristalina. Quizas por ello, la estructura no esta reportada a pesar de que
este material se conoce desde hace mucho tiempo. Se presenta un modelo estructural

triclinico que se considera el mas probable.

60



V1. Referencias Bibliograficas.

Allen, F.H.; Johnson, O.; Shields, G.P.; Smith, B.R.; Towler, M. CIF applications. XV.
enClFer: a program for viewing, editing and visualizing CIFs. J. Appl. Cryst., 2004, 37
(2) 335-338.

Brandenburg, K., DIAMOND. 2.1e. Crystal Impact GbR, Bonn, Germany, 1999.

Brunton, L.L.; Lazo, J.S.; Parker, K.L. Goodman & Gilman's. Las Bases farmacoldgicas
de la Terapéutica. 11th ed. Mexico D. F.: McGraw-Hill Interamericana, 2007.

Byrn, S.R.; Pfeiffer, R.R.; Stowell, J.G. Solid-State Chemistry of Drugs. SSCI Inc.: West
Lafayette, IN, 2003.

Callister, W.D.; Rethwisch, D.G. Ciencia ¢ Ingenieria de Materiales. Segunda edicion.
Reverté: Barcelona, 2018.

Delgado, J.M.; Diaz de Delgado, G. Caracterizacion de Materiales Cristalinos mediante
Técnicas de Difraccion de Rayos X. Universidad de los Andes, Mérida, Venezuela, 2004.

Spilva de Lehr, A. Guia de las Especialidades Farmacéuticas, 31va. Edicion. Global:
Caracas, Venezuela, 2009.

Gates-Rector, S.D.; Blanton, T.N., The Powder Diffraction File: A Quality Materials
Characterization Database. Powder Diffr., 2019, 34, 352-60.

Glusker, J.P.; Trueblood, K.N. Crystal Structure Analysis: A Primer. Third Edition. IUCr
Texts on Crystallography. Oxford University: Oxford, 2010.

Groom, C.R.; Bruno, I.J.; Lightfoot, M.P.; Ward, S.C., The Cambridge Structural
Database. Acta Cryst., 2016, B 72 (2) 171-179.

Haines, P.J., Thermal Methods of Analysis. Principles, Applications and Problems,
Blackie Academic: London, England, 1995.

Hiibschle, C.B.; Sheldrick, G.M.; Dittrich, B., ShelXle: a Qt graphical user interface for
SHELXL. J. Appl. Cryst., 2011, 44, 1281-1284.

Lambert, J.B.; Shurvell, H.F.; Lighther, D., Organic Structural Spectroscopy. Prentice
Hall, New Jersey, 2005.

Louér, D.; Boultif, A., Indexing with the successive dichotomy method, DICVol04 Z
Kristallogr. Suppl. 2006, 23, 225-230.

Macrae, C.F.; Sovago, 1.; Cottrell, S.J.; Galek, P.T.A.; McCabe, P.; Pidcock, E.; Platings,
M.; Shields, G.P.; Stevens, 1.S.; Towler, M.; Wood, P.A., Mercury 4.0 from visualization
to analysis, design and prediction. J. Appl. Crys., 2020, 53(2), 226-235.

Mighell, A.; Hubbard, C.; Stalick, J., NBS-AIDS*83: A FORTRAN program for
crystallographic data evaluation. National Bureau of Standards. Technical Note 1141.
(USA). 1981.

61



O’Neil, M.J.; Heckelman, P.; Merck, C.; Roman, K., The Merck Index: An Encyclopedia
of Chemicals, Drugs, and Biologicals. 14" ed., Merck & Co.: Whitehouse Station., NJ,
EUA, 2006.

Pretsch, E.; Clerc, T.; Seibi, J., Tablas para la Elucidacion Estructural de Compuestos
Organicos por Métodos Espectroscopicos. Alhambra, Espana, 2003.

Rigaku/CrysAlisPro, Software System, version 1.171.38.41. Rigaku Oxford Diffraction.
2015.

Sheldrick, G.M., SHELXT-Integrated space-group and crystal-structure determination.
Acta Crystallogr, A Found Adv., 2015a, A71 (1), 3-8.

Sheldrick, G.M., Crystal structure refinement with SHELXL. Acta Crystallogr. C Struct.
Chem., 2015b, C71 (1), 3-8.

Silverstein, R.M.; Webster, F.X.; Kiemle, D.J., Spectrometric Identification of Organic
Compounds, John Wiley and Sons. 7® Ed., New York, USA, 2005.

Skoog, D.A.; Holler, F.J.; Crouch, S.R. Principios de Analisis Instrumental. 6ta. ed.
Cengage: México, 2008. Capitulo 31, pp. 893-906.

Spek, A.L. Structure validation in chemical crystallography. Acta Cryst. D, 2009, D65 (2)
148-155.

62





