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ABSTRACT

A state diagram is a useful tool to visualize the stability limits of a material subjected to
different conditions. In this work, the equilibrium state diagram for pure anhydrous beta
lactose (LB) stability is reported. For this, adsorption isotherms were built at three
storage temperatures (15, 25 and 35 ° C) in a wide range of water activity (0.07-0.972).
The powders obtained were characterized by Raman spectroscopy, X-ray diffraction
(XRD), scanning electron microscopy (SEM), and modulated differential scanning
calorimetry (MDSC). The results showed a high stability of LB at the storage
temperatures, indicating an adsorption similar to the monolayer content. Conversely,
the mutarotation process was triggered by the adsorption of water beyond the
monolayer content. Under these conditions, the presence of alpha lactose (La) was
observed. Furthermore, the Tg of the L3 was determined in the range of -15to -1.4 °C
at the storage conditions. The present work contributes to the study of the stability of
LB to establish its technological application as a carrier agent or in the

microencapsulation of active ingredients.

Keywords: B-lactose stability, lactose mutarotation, equilibrium state diagram, thermal

characterization, technological application.



Abstract traducido al espafiol

Un diagrama de estado es una herramienta Gtil para visualizar los limites de estabilidad
de un material sometido a diferentes condiciones. En este trabajo, se informa el
diagrama de estado de equilibrio para la estabilidad de la lactosa beta anhidra pura
(LB). Para ello, se construyeron isotermas de adsorcion a tres temperaturas de
almacenamiento (15, 25 y 35 ° C) en un amplio rango de actividad del agua (0,07-
0,972). Los polvos obtenidos se caracterizaron mediante espectroscopia Raman,
difraccidon de rayos X (XRD), microscopia electronica de barrido (SEM) y calorimetria
diferencial de barrido modulada (MDSC). Los resultados mostraron una alta estabilidad
de LB a las temperaturas de almacenamiento, lo que indica una adsorcion similar al
contenido de monocapa. Por el contrario, el proceso de mutarrotacion se desencadendé
por la adsorcién de agua mas alla del contenido de monocapa. En estas condiciones,
se observo la presencia de alfa lactosa (La). Ademas, la Tg de LB se determiné en el
intervalo de -15 a -1,4 ° C en las condiciones de almacenamiento. El presente trabajo
contribuye al estudio de la estabilidad de L3 para establecer su aplicacion tecnolégica

como agente portador o en la microencapsulacion de principios activos.

Palabras clave: Estabilidad de B-lactosa, mutarrotacion de lactosa, diagrama de estado

de equilibrio, caracterizacion térmica, aplicacién tecnoldgica



Resumen

Cutting-edge advances on the stability and state diagram of pure p-lactose

Introduccion

La lactosa C12-H22-011 (B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa) esta formada por una
molécula de galactosa y otra de glucosa, unidas por un enlace glucosidico B (1,4). Al
igual que otros azucares reductores, la lactosa existe parcialmente como una cadena
abierta con un grupo aldehido libre, mediante el cual pueden formar un enlace
hemiacetal para formar una estructura ciclica. Con la formacion del enlace hemiacetal
se genera un nuevo centro quiral, con el cual se da origen a dos tipos de isbmeros o
anomeros: a o B. Las formas a y 3 de la lactosa son estereoisémeros que difieren en
el arreglo espacial del grupo -OH del carbono anomérico de la molécula de glucosa.
En solucion, el proceso de transformacion entre las formas a y B es denominado
mutarrotacion y, a temperatura ambiente existen en una proporcion aproximada de un
63 % enlaforma y 37 % en laforma a (Fox, 2009). La lactosa se encuentra en estado
cristalino, amorfo o en una mezcla de ambos. Con relacion a la lactosa amorfa, las
moléculas no estadn organizadas en un patrén regular, predominando las formas
esféricas lisas con diferentes tamafos. Por otro lado, en la lactosa cristalina se
presenta una estructura bien ordenada, con la forma exacta de un cristal liso bien
definido el cual depende de las condiciones de cristalizacion (Walstra y Jenness,
1984).

La lactosa cristalina se encuentra predominantemente en la forma a-lactosa
monohidratada (La*H20O, relacién molar de agua a lactosa 1:1), pero también puede
existir en 3 formas diferentes de anhidrato polimorfico: B-lactosa anhidra (L), a-lactosa
anhidra higroscopica inestable (LaH) y a-lactosa anhidra estable (LaS). La forma
cristalina que la lactosa pueda adquirir dependera de las condiciones de proceso y
almacenamiento: humedad relativa (HR), la actividad del agua (aw) y la temperatura
(Allan et al., 2020). Con relacion a la estructura cristalina de la La*H20O, cristaliza en
forma de celdas monoclinicas, asi mismo, las celdas pueden tener diferentes formas

dependiendo de la sobresaturacion: cuando la sobresaturacion es alta se forman



prismas, en cambio, si la sobresaturacion es baja se forman cristales en forma de
diamante, piramide o en forma de hacha de guerra o “tomahawk”. Con relacion a la
estructura cristalina de L3, presenta forma de diamante de lados irregulares cuando
se cristaliza en agua y prismas con forma de aguja curva cuando se utiliza alcohol en

la cristalizacion (Listiohadi et al. 2005).

B-lactosa anhidra

La industria farmacéutica invierte cantidades considerables de tiempo y dinero en
desarrollar y verificar métodos que aseguren la calidad final de sus productos,
determinando los componentes y la distribucion de estos en la matriz del producto
farmacéutico, la cual esta constituida por el principio activo o farmaco y los excipientes.
La estabilidad de las formulaciones farmacéuticas que utilizan polimorfos de lactosa
como excipientes en formas solidas orales, puede verse afectada por varias razones,
entre las mas importantes se encuentran: la variacion de la cantidad de los diferentes
polimorfos, el cambio de la estructura del estado sélido (cristalino, amorfo, amorfo-
cristalino) y el apelmazamiento. Estas tres situaciones pueden ocurrir dependiendo de
las condiciones de humedad y temperatura durante el procesamiento y almacenaje del
producto (Villafuerte, 2007).

La LB se forma cristalizando la lactosa en soluciones saturadas de La*H20 a
temperaturas superiores a 93.5 °C o en soluciones alcoholicas de sales inorganicas.
Por otro lado, se ha demostrado que este polimorfo también puede producirse, a partir
de la La*H20, a temperatura ambiente mediante la accion de soluciones
deshidratantes, como el metanol, el etanol y la acetona, obteniendo rendimientos
superiores al 90%. Sin embargo, independientemente del método utilizado, la
obtencion de un polvo anomérico completamente libre del otro parece ser un proceso
complicado; no obstante, estudios recientes han demostrado que puede obtenerse la
B-lactosa totalmente libre del andmero a a temperatura ambiente y, mediante el

empleo de soluciones alcohdlicas de sales inorganicas (Lara-Mota et al, 2021).



Existe evidencia de que la composicibn anomeérica afecta las propiedades fisicas y
funcionales del producto final debido a las diferentes propiedades individuales de estos
anomeros. Un ejemplo de la diferencia en las propiedades fisicas entre los an6meros
es que la solubilidad y la dulzura es diferente siendo mayor para L que para La*H20.
Ademas, la proporcion anomeérica en una muestra de polvo afecta indirectamente la
fluidez y el comportamiento de compactacion del producto debido a cambios en la
morfologia de la superficie del material cristalizado (Beebe y Gilpin, 1983). Por lo tanto,
es importante resaltar que después de una extensa busqueda en la literatura, este es
el primer trabajo dénde se determinan las condiciones de humedad relativa y
temperatura para B-lactosa pura, con el propésito de evaluar su estabilidad y conocer

si existe una interconversion hacia otros polimorfos.

Objetivos

= Evaluar el efecto de la humedad relativa y la temperatura de almacenamiento
sobre B-lactosa mediante la determinacion de las isotermas de sorcion.

= Caracterizar espectroscopicamente la B-lactosa mediante Espectroscopia
Raman (RS) y Difraccion de Rayos X (XRD).

= Caracterizar morfolégicamente la B-lactosa mediante Microscopia Electronica
de Barrido (SEM).

= Caracterizar térmicamente la B-lactosa mediante Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC).

Materiales y métodos

1.1 Materiales

a-lactosa monohidratada, (La-H20, pureza = 99,9%) adquirido de Sigma-Aldrich
Chemical Co., metanol (MeOH, grado reactivo = 99,8) de J.T. Baker, hidréxido de sodio

(KOH, grado reactivo 290%) de Fermont y agua destilada se emplearon como



reactivos para obtener (B-lactosa pura. Las sales inorganicas utilizadas para someter
los polvos de lactosa a diferentes condiciones de humedad fueron de la marca Fermont
con una pureza 290%: hidréxido de sodio (NaOH), acetato de potasio (CH3COOK),
cloruro de magnesio (MgCl2), carbonato de potasio (K2CO3), magnesio. Nitrato [Mg
(NO3)2], Nitrato de Sodio (NaNO3), Cloruro de Potasio (KCIl) y Sulfato de Potasio
(K2S04).

1.2 Preparacion de B-lactosa (LB)

La obtencién del anémero L3 puro se realizo a partir de las metodologias descritas por
Lara-Mota et al. 2021. Se prepararon soluciones metandlicas de KOH en relacion 1:10
que contenian 15 g de La*H20, la solucion fue sometida a reflujo por dos horas a una
temperatura de 65°C y posteriormente se filtr6. Adicionalmente, se realizaron lavados
de la muestra con una solucion metandlicas de HNO3 a una concentracion de 0.00014

M hasta ajustar a pH neutro. Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente.

1.3 Isotermas de sorcion

Las isotermas de sorcidon se determinaron mediante el método gravimétrico a 15, 25y
35 °C. Los microambientes utilizados se seleccionaron en un intervalo de aw de 0.07 a
0.972. Se equilibraron 7 dias a cada temperatura, para posteriormente agregar 2g de
LB a las diferentes condiciones de humedad relativa. Se realizo el pesaje de las
muestras cada 24 horas hasta alcanzar peso constante con diferencia + 0,001 g. Se
determino el contenido de humedad de equilibro y los datos obtenidos se ajustaron al

modelo matematico propuesto por Guggenheim, Anderson y Boer (GAB) (Ecuacion 1).

_ XmCKa,,
(1-Kay)(1-Ka,,+CKa,,)

Xe Ecuacion 1

Donde: Xe es el contenido de humedad en el equilibrio (g H20/g m.s.), Xm es el
contenido de humedad en la monocapa (g H20/g m.s.), aw es la actividad de agua, K

y C son las constantes del modelo.



1.4 Caracterizacion fisicoquimica de L3

1.4.1 Espectroscopia Raman

La caracterizacion de L3 mediante espectroscopia Raman se realiz6 utilizando un oriba
LabRam HR Evolution con un espectrémetro Jobin Yvon y un laser rojo de He-Ne de
633 nm de longitud de onda. Se utilizd6 un microscopio Olympus BXFM-ILHS con un
objetivo de 100x para enfocar el rayo laser en la muestra. Los espectros Raman se

recogieron en un rango de 50 a 1500 cm™.

1.4.2 Difraccién de Rayos X (DRX)

El andlisis DRX de L3 se llevé a cabo en un difractometro D8 Advance ECO (Bruker,
Karlsruhe, Alemania) equipado con radiacion Cu-K (I = 1.5406 A) operado a 45 kV. Las
muestras se analizaron en un intervalo de 26 de 5-50 °, con un tamafio de paso de

0,016° y 20s por paso.

1.4.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para determinar la morfologia de las muestras se utilizé un microscopio electronico de
barrido JSM-7401F (JEOL, Japdn) operado a 2 kV. Las muestras de LB fueron
dispersadas en una pelicula de carbono de doble cara y se cubrieron con una capa de

oro mediante para minimizar los efectos de carga.

1.4.4 Calorimetria Diferencial de Barrido Modulada (MDSC)

El andlisis térmico de L se realiz6 en un calorimetro diferencial de barrido modulado
(MDSC) modelo Q200, (TA Instruments, Lukens Drive, New Castle, DE), equipado con
un sistema de refrigeracion RCS90. La temperatura y entalpia se calibré utilizando
indio como estandar, mientras que para la capacidad calorifica se utilizé zafiro. Como
gas de purga se utilizé nitrégeno grado HPLC con un flujo de 100 ml/min, para generar
una atmosfera inerte. Fueron pesados 10 mg de LB en celdas de aluminio TzeroTM
selladas. Las rampas de calentamiento y enfriamiento del programa térmico se
realizaron con una modulacion de 40 s, y una amplitud de 1,5 °C. Los termogramas se

adquirieron siguiendo el siguiente procedimiento: (i) isotérmico a -50 °C durante 1



minuto, (ii) calentamiento de -50 a 190 °C a 20 °C/min, (iii) isotérmico a 190 °C durante
1 minuto, (iv) enfriamiento de 190 a -50 ° C a 10 ° C/min, (v) calentamiento de -50 a
300 °C a 10 °C / min. El analisis de los termogramas se realizé mediante el software
Universal Analysis 2000, version 4.4A, para determinar la transicion vitrea de

enfriamiento (TgC) y la transicidn vitrea de calentamiento (TgH).

Resultados y discusion

La LB se mantuvo estable en un amplio intervalo de aw, independientemente de la
temperatura a la que se sometieron las muestras. El contenido de humedad en las
muestras fue constante en un intervalo de aw de 0.07 a 0.742, absorbiendo en
promedio 0.07 g H20/g m.s. Cuando la aw fue superior a 0.742 aument6 de manera
exponencial la adsorcibn de agua, en estas condiciones se vio un efecto de la
temperatura en el contenido de humedad final, absorbiendo 2.58, 1.25y 0.55 g H20/g
m.s., para 15, 25y 35 °C, respectivamente. Las isotermas de L presentaron la forma
tipo Il de isotermas, de acuerdo con la clasificacién propuesta por Brunauer, Deming,
Deming y Teller en 1940. En la tabla 1 se muestras los parametros ajustados al modelo
de GAB.

Tabla 1. Valores de los pardmetros ajustados al modelo de GAB para L3

Parametro Temperatura
15°C 25 °C 35 °C
Xm 0.0387 0.0409 0.0219
C 38098.7591 38093.7514 38093.7514
K 1.0187 0.9987 0.9953
R2 0.986 0.994 0.995

Después de alcanzar el equilibrio, las muestras de LB a las diferentes aw fueron
caracterizadas para evaluar el efecto de la humedad relativa sobre la estabilidad en la
estructura cristalina de L. Mediante la técnica de espectroscopia Raman se pudieron
observar los modos vibracionales caracteristicos de L3 en un intervalo de aw de 0.07

a 0.742, sin importar la temperatura a la cual fueron almacenadas las muestras, las



vibraciones se presentaron como un doble pico a 357 cmy una doble vibracién de
baja intensidad a 1100 cm. Para valores de aw por arriba de 0.742, se presentaron
vibraciones de alta intensidad a longitudes de onda de 357 y 1086 cm
correspondientes a La*H20. Los resultados obtenidos de DRX mostraron las
difracciones caracteristicas para L3 a las tres temperaturas evaluadas, en un intervalo
de aw de 0.07 a 0.742, las difracciones se presentaron en un angulo 26 a 10.5, 19y
21°, a partir de la awde 0.742 las muestras presentaron las difracciones distintivas de
La+H20. El estudio de las muestras mediante SEM confirmo los resultados obtenidos
a partir de espectroscopia Raman y DRX, se observa en las micrografias que para el
intervalo de awde 0.07 a 0.742, sin importar la temperatura evaluada, la morfologia de
LB se conserva con forma de prima de tipo aguja curvo y para valores de aw superiores
a 0.742, la morfologia de las muestras cambio por particulas de forma irregular
correspondientes a La*H20. Estos resultados indican que el punto limite de estabilidad
para L se observa a valores de aw por arriba de 0.742, cuando la aw supera este valor
la molécula de Lp absorbe una mayor cantidad de agua, favoreciendo el proceso de
mutarrotacion, asi como la interconversion del anémero LB a La*H20O, este proceso no
solo afecta la composicion quimica de la molécula, sino que también tiene un efecto
en la morfologia de las particulas.

El andlisis de LB mediante la técnica de MDCS se utilizo para determinar los eventos
térmicos reversibles e irreversibles. En los termogramas obtenidos se analizaron las
transiciones de primer y segundo orden, en el presente trabajo nos enfocamos en las
transiciones de segundo orden, las cuales son asociadas al reordenamiento molecular,
principalmente en la temperatura de transicion vitrea (Tg). El valor de la Tg para L3 se
establecié en promedio como -12.7+0.43 °C, para las muestras en intervalo de aw de
0.07 a 0.742, independientemente de la temperatura de almacenamiento. La molécula
de LB en estado puro presento un solo evento térmico, mientras que para las muestras
almacenadas a una aw superior a 0.742 se observaron dos eventos térmicos, que estan
relacionados con la presencia de los anomeros L y La*H20O. El valor de la Tg para
La*H20 fue de 80.3, 63.9y 79.8 °C, para 15, 25 y 35 °C respectivamente.



Los datos obtenidos de las isotermas de sorcion y la caracterizacion fisicoquimica de
LB, se utilizaron para construir un diagrama de estado, a partir de este se determind
visualmente que la aw de 0.742 delimita la region de estabilidad entre los anémeros L3
y La*H20. Para aw de 0.742 y 0.848 a 15 y 25 °C, se observo una region en donde
coexiste los dos andmeros. Con relacion a las muestras sometidas a awde 0.742 hasta
0.972 y 35 °C, se determiné como la region de La*H20, que se caracteriza como la
region en donde las muestras absorbieron una cantidad de agua mas alla del contenido
de agua en la monocapa. El diagrama de estado corrobora la informacién obtenida de
las diferentes técnicas de caracterizacion, demostrando la gran estabilidad de L3, asi
como también, contribuye a establecer las condiciones de almacenamiento en cuanto

a humedad relativa y temperatura donde se mantiene estable este anomero.

Conclusiones

El estudio de las formas cristalinas de la lactosa se ha realizado desde hace afios, sin
embargo, en la mayoria de los trabajos realizados el principal impedimento es la
obtencion de sus andmeros 100% puros. En este trabajo se puso a prueba la
estabilidad de LB en estado puro a diferentes condiciones de humedad relativa y
temperatura. Las muestras de LB fueron almacenadas en un intervalo de aw de 0.07
hasta 0.972, a tres diferentes temperaturas 15, 25 y 35 °C, para su posterior
caracterizacion fisicoquimica. Con ayuda de las técnicas de caracterizacion fue posible
determinar que a valores de aw superiores a 0.742 se llevd a cabo el proceso de
mutarrotacion, generando la interconversion de anémero L al anémero La*H20. El
diagrama de estado demostr6é las regiones donde el anémero LB se conservaba
estable, asi como también, la region donde existe la mezcla de ambos andmeros y la
regiobn donde solo existe la presencia de La*H20, como resultado del proceso de
mutarrotacion. Adicionalmente se determino la Tg de L a partir de MDSC, obteniendo
un valor Tg=-12.74+0.43 °C. Este estudio contribuye con la generacion de informacion
sobre el comportamiento de LB puro sometida a diferentes condiciones de
almacenamiento y el efecto de la humedad en la interconversion entre los anomeros

de lactosa.
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