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DESCRIPCION

Nucleacion y crecimiento cristalino dirigidos a partir de una solucién usando materiales amorfos de energia
superficial modificada

Campo de la invencion

En el presente documento se describen dispositivos, composiciones, y procedimientos para la produccion de
materiales cristalinos a partir de una solucioén. Los dispositivos, composiciones y procedimientos que se describen en
el presente documento dirigen la nucleacion y el crecimiento cristalino a partir de una soluciéon usando materiales
amorfos de energia superficial modificada.

Antecedentes de la invencion

Tres publicaciones cientificas y dos documentos de solicitud de patente internacional discuten la cristalizacion a
partir de una solucion utilizando técnicas establecidas. Trout ef al. (Trout, B. L.; Doyle. P. S.; Hatton, T. A.; Myerson,
A. S.; Diao, Y.; Helgeson, M. E. Documento de solicitud de patente internacional WO 2012/027398 A2, 2012)
describen un procedimiento para facilitar la cristalizacion utilizando polimeros de gel que tienen poros o
caracteristicas superficiales distribuidos al azar que se hinchan durante el contacto con soluciones que contienen
solutos tales como aspirina. Lee et al. (Lee. A. Y,; Lee, |. S,; Dette. S. S.; Boerner. J.; Myerson, A. S. Crystallization
on Confined Engineered Surfaces: A Method to Control Crystal Size and Generate Different Polyniorphs. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127(43), 14982) describen el uso de monocapas autoensambladas en islas de oro metalico
cuadradas para la cristalizacion epitaxial de compuestos organicos moleculares tales como glicina. Diao ef al. (Diao,
Y.; Myerson, A. S.; Hatton, T. A.; Trout. B. L. Surface Design for Controlled Crystallization: The Role of Surface
Chemistry and Nanoscale Pores in Heterogeneous Nucleation. Langmuir 2011. 27(9), 5324) describen un estudio del
papel de los poros distribuidos al azar de diferentes tamafos en sustratos poliméricos en la cristalizacién de
ingredientes farmacéuticos activos tales como aspirina. Cheong et al. (Cheong, W. C.; Gaskell, P. H.; Neville, A.
Substrate Effect on Surface Adhesion/Crystallisation of Calcium Carbonate. J. Crystal Growth 2013. 363, 7) se
centran en reducir la aparicién del complejo fendmeno de acumulacion de escamas de carbonato de calcio para
altas proporciones de sobresaturacion. Einav (Einav, M. Documento de solicitud de patente internacional WO
2001/090449 A1, 2001) describe un enfoque epitaxial para el crecimiento de cristales en un sustrato para
aplicaciones electrénicas.

La fase solida puede existir en una diversidad de formas que van desde materiales amorfos sin un orden de largo
alcance hasta sdlidos cristalinos que exhiben un alto grado de orden de largo alcance con una distribucion espacial
interatébmica consistente en todo el cristal. Los atomos, iones o moléculas en un cristal ocupan consistentemente
ubicaciones relacionadas con la simetria a través de una red cristalina para dar una fase sélida altamente pura que
se puede obtener de manera consistente, conveniente y rentable.

El procedimiento de cristalizacion esta dirigido termodinamicamente y controlado cinéticamente, y estas
observaciones tienen implicaciones importantes. El procedimiento de cristalizacién se separa en dos procedimientos
por etapas, a saber, la génesis de los cristales, también conocida como nucleacién, que va seguida por el
crecimiento de los cristales. En el presente documento se describen procedimientos para dirigir la nucleacion y el
crecimiento de cristales usando modificaciones de energia superficial en sustratos amorfos.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento para iniciar la nucleacion primaria heterogénea de cristales de
un soluto a partir de una solucién del soluto, de acuerdo con las reivindicaciones. La presente invencion se refiere
ademas a un kit que comprende una pluralidad de sustratos para iniciar la nucleacion primaria heterogénea de
cristales de un soluto a partir de una solucién, de acuerdo con las reivindicaciones.

En un aspecto, en el presente documento se describe un dispositivo para la generacion de cristales de un soluto a
partir de una solucién que comprende un sustrato con una superficie heterogénea amorfa, en el que la superficie
heterogénea amorfa:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacion preformada en la superficie del sustrato;

2) se coloca en contacto directo con una solucidon que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones
estaticas, dinamicas o de flujo, o las combinaciones de las mismas; y

3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion.

En algunas realizaciones, la matriz de sitios de nucleacion preformada en la superficie del sustrato comprende una
matriz de hendiduras, depresiones, almenas, crestas, canales, escalones, pliegues o terrazas, o las combinaciones
de los mismos. Como se usa en este documento, "almena" se refiere a caracteristicas que tienen angulos agudos,
obtusos o rectos, o las combinaciones de los mismos. Como se usa en el presente documento, "depresiones" se
refiere a caracteristicas no angulares o redondeadas que pueden estar por encima o por debajo, o las
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combinaciones de las mismas, del plano descrito por la superficie circundante.

En algunas realizaciones, la superficie heterogénea amorfa que incorpora la matriz de sitios de nucleacion
preformada modifica el angulo de contacto, la tension de la linea, la humectabilidad o la energia superficial, o las
combinaciones de los mismos, con una solucién en comparacién con una superficie heterogénea amorfa que carece
de una matriz de sitios de nucleacion.

En algunas realizaciones, la matriz de sitios de nucleacion preformada se somete a ingenieria en la superficie
mediante procedimientos manuales, mecanicos o quimicos, o las combinaciones de los mismos, para grabar, grabar
al aguafuerte, fresar, marcar, litografiar o imprimir aditivamente, o las combinaciones de los mismos, en la superficie.
Como se usa en el presente documento, "imprimir aditivamente" se refiere a procedimientos que implican la
deposicion de una o mas capas de un material sobre una superficie tal como, por ejemplo, mediante impresion
tridimensional y otras técnicas relacionadas practicadas por los expertos en la materia.

En algunas realizaciones, el sustrato es un material que es quimicamente resistente a la disolucion en la solucion.
En algunas realizaciones, el sustrato comprende polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno, poliacrilato,
poliacrilamida, poliestireno, divinilbbenceno o vinilbbenceno, o las combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, el sustrato es un sustrato de vidrio.

En algunas realizaciones, el sustrato con la superficie heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato. En
algunas realizaciones, el segundo sustrato es un material que es quimicamente resistente a la disolucion en la
solucion. En algunas realizaciones, el segundo sustrato comprende el mismo material que el sustrato con la
superficie heterogénea amorfa. En algunas realizaciones, el segundo sustrato comprende un material diferente del
sustrato con la superficie heterogénea amorfa. En algunas realizaciones, el segundo sustrato comprende
polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno, poliacrilato, poliacrilamida, poliestireno, divinilbenceno o vinilbenceno,
o las combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el segundo sustrato es un sustrato de vidrio.

En algunas realizaciones, el sustrato con la superficie heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato. En
algunas realizaciones, el segundo sustrato es un material que es quimicamente resistente a la disolucion en la
solucion. En algunas realizaciones, el segundo sustrato comprende el mismo material que el sustrato con la
superficie heterogénea amorfa. En algunas realizaciones, el segundo sustrato comprende un material diferente del
sustrato con la superficie heterogénea amorfa.

En algunas realizaciones, el sustrato con la superficie heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato que
no tiene una superficie heterogénea amorfa.

En algunas realizaciones, el sustrato comprende un medio para el control de la temperatura, o la modulacién de la
temperatura, o las combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el sustrato comprende un medio para el control de la temperatura, o la modulacién de la
temperatura, o las combinaciones de los mismos, que no esta expuesto a la solucion.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un kit que comprende una pluralidad de sustratos para
generar cristales de un soluto a partir de una solucion, en el que cada sustrato:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacion preformada en la superficie del sustrato;

2) se coloca en contacto directo con una solucidon que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones
estaticas, dinamicas o de flujo, o las combinaciones de las mismas; y

3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion;

y en el que cada sustrato comprende una matriz de sitios de nucleacion preformada que es idéntico o diferente a
otras matrices de sitios de nucleacién preformadas en el kit.

En algunas realizaciones del kit que se describe en el presente documento, las matrices de sitios de nucleacion
preformadas en la superficie de los sustratos comprenden una matriz de hendiduras, depresiones, almenas, crestas,
canales, escalones, pliegues o terrazas, o las combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, la superficie
de los sustratos que incorporan las matrices de sitios de nucleacion preformadas modifica el angulo de contacto, la
tension de la linea, la humectabilidad o la energia superficial, o las combinaciones de los mismos, con una solucién
en comparacion con la misma superficie que carece de la matriz de sitios de nucleacion preformada. En algunas
realizaciones, la matriz de sitios de nucleacién preformada se disefia en la superficie mediante procedimientos
manuales, mecanicos o quimicos, o combinaciones de los mismos, para grabar, grabar al aguafuerte, fresar, marcar,
litografiar o imprimir aditivamente, o las combinaciones de los mismos, en la superficie. En algunas realizaciones, el
sustrato es un material que es quimicamente resistente a la disolucion en la solucién. En algunas realizaciones, los
sustratos comprenden polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno, poliacrilato, poliacrilamida, poliestireno,
divinilbenceno o vinilbenceno, o las combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, la pluralidad de
sustratos es igual. En algunas realizaciones, la pluralidad de sustratos es diferente. En algunas realizaciones, el
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sustrato es un sustrato de vidrio. En algunas realizaciones, cada sustrato con una superficie heterogénea amorfa
esta adherido a un segundo sustrato. En algunas realizaciones, el segundo sustrato comprende una pluralidad de
segundos sustratos. En algunas realizaciones, la pluralidad de segundos sustratos es igual. En algunas
realizaciones, la pluralidad de segundos sustratos es diferente. En algunas realizaciones, cada sustrato con una
superficie heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato, en el que los sustratos son del mismo material.
En algunas realizaciones, cada sustrato con una superficie heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato,
en el que los sustratos son de diferentes materiales. En algunas realizaciones, cada sustrato con una superficie
heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato que no tiene una superficie heterogénea amorfa. En
algunas realizaciones, el kit comprende un medio para el control de la temperatura, o la modulaciéon de la
temperatura, o las combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el kit comprende un medio para el
control de la temperatura, o la modulaciéon de la temperatura, o las combinaciones de los mismos, que no esta
expuesto a la solucion. En algunas realizaciones, la pluralidad de sustratos esta puesta en contacto directo con la
misma solucion del soluto. En algunas realizaciones, la pluralidad de sustratos esta puesta en contacto directo con
diferentes soluciones del soluto.

En otro aspecto mas, en el presente documento se describe un procedimiento para iniciar la nucleacién de cristales
de un soluto a partir de una solucion del soluto que comprende poner en contacto la solucién de soluto con un
sustrato que tiene una superficie heterogénea amorfa, en el que la superficie heterogénea amorfa del sustrato:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacion preformada;

2) se coloca en contacto directo con una solucion que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones
estaticas, dinamicas o de flujo, o las combinaciones de las mismas; y

3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un procedimiento para generar material cristalino de un
soluto a partir de una solucién del soluto que comprende poner en contacto la solucién del soluto con un sustrato
que tiene una superficie heterogénea amorfa, en el que la superficie heterogénea amorfa del sustrato:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacion preformada;

2) se coloca en contacto directo con una solucidon que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones
estaticas, dinamicas o de flujo, o las combinaciones de las mismas; y

3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un procedimiento para iniciar la nucleacion de cristales de un
soluto a partir de una solucién del soluto, o para generar material cristalino de un soluto a partir de una solucion del
soluto, o las combinaciones de los mismos, que comprende poner en contacto la solucién del soluto con un sustrato
que tiene una superficie heterogénea amorfa, en el que la superficie heterogénea amorfa del sustrato:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacion preformada;

2) se coloca en contacto directo con una solucidon que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones
estaticas, dinamicas o de flujo, o las combinaciones de las mismas; y

3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion.

En algunas realizaciones, la solucion del soluto esta, o se vuelve, sobresaturada con el soluto.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende al menos una etapa adicional de calentamiento, enfriamiento
o modulacién térmica del sustrato y la solucién del soluto a una temperatura que es diferente de la temperatura
ambiente y a continuacién calentamiento, enfriamiento o modulacion térmica de la solucion del soluto y sustrato para
dar una solucion sobresaturada a una temperatura igual o diferente a la temperatura ambiente.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas el aislamiento de los cristales que se forman por
contacto de la superficie del sustrato con la solucién, a partir del sustrato, o la solucién, o las combinaciones de los
mismos.

En algunas realizaciones, la matriz de sitios de nucleacion preformada comprende una matriz de hendiduras,
depresiones, almenas, crestas, canales, escalones, pliegues o terrazas, o las combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, la superficie heterogénea amorfa que incorpora la matriz de sitios de nucleacion
preformada modifica el angulo de contacto, la tension de la linea, la humectabilidad o la energia superficial, o las
combinaciones de los mismos, con la solucién en comparaciéon con la misma superficie que carece de la matriz de
sitios de nucleacion preformada.

En algunas realizaciones, la matriz de sitios de nucleacion preformada se disefia en la superficie mediante
procedimientos manuales, mecanicos o quimicos, o las combinaciones de los mismos, para grabar, grabar al
aguafuerte, fresar, marcar, litografiar o imprimir aditivamente, o las combinaciones de los mismos, en la superficie.
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En algunas realizaciones, el sustrato es un material resistente a la disolucion en la solucion.

En algunas realizaciones, el sustrato comprende polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno, poliacrilato,
poliacrilamida, poliestireno, divinilbenceno o vinilbenceno, o las combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el sustrato es un sustrato de vidrio.
En algunas realizaciones, el sustrato con la superficie heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato.

En algunas realizaciones, el sustrato con la superficie heterogénea amorfa esta adherido a un segundo sustrato que
no tiene una superficie heterogénea amorfa.

En un aspecto, en el presente documento se describe un procedimiento para hacer crecer cristales de un soluto a
partir de una solucién del soluto, que comprende:

a) poner en contacto la solucién sobresaturada del soluto con un sustrato que tiene una superficie heterogénea
amorfa, en el que la superficie del sustrato:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacion preformada;

2) se coloca en contacto directo con una solucién que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones
que son estaticas, dinamicas o de flujo, o las combinaciones de las mismas; y

3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion; y

b) opcionalmente calentar, enfriar o modular térmicamente el sustrato y la solucién del soluto a una temperatura
diferente de la temperatura ambiente y a continuacion calentar, enfriar o modular térmicamente la solucién del
soluto y el sustrato para dar una soluciéon sobresaturada a una temperatura que es igual a, o diferente de, la
temperatura ambiente.

En algunas realizaciones, la etapa b) se lleva a cabo mas de una vez. En algunas realizaciones, la solucion del
soluto esta, o se vuelve, sobresaturada con el soluto.

También se describe en el presente documento un material cristalino que se obtiene a partir de cualquier
procedimiento de cristalizacién que se describe en el presente documento.

En un aspecto, en el presente documento se describe un procedimiento para producir una topografia de
cristalizacion que comprende incorporar una matriz de sitios de nucleacién preformada en la superficie de un
sustrato.

En algunas realizaciones, el sustrato es un material que es quimicamente resistente a la disolucién en la solucién a
partir de la cual se produce la cristalizacion. En algunas realizaciones, el sustrato comprende polipropileno,
polietileno, politetrafluoretileno, poliacrilato, poliacrilamida, poliestireno, divinilbenceno o vinilbenceno, o las
combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el sustrato es un sustrato de vidrio. En algunas
realizaciones, la matriz de sitios de nucleaciéon preformada en la superficie del sustrato comprende una matriz de
hendiduras, depresiones, almenas, crestas, canales, escalones, pliegues o terrazas, o las combinaciones de los
mismos. En algunas realizaciones, la superficie del sustrato que incorpora las matrices de sitios de nucleacion
preformadas modifica el angulo de contacto, la tensiéon de la linea, la humectabilidad o la energia superficial, o las
combinaciones de los mismos, con una solucién en comparacién con la misma superficie que carece de la matriz de
sitios de nucleacioén preformada. En algunas realizaciones, la matriz de sitios de nucleacion preformada se disefia en
la superficie del sustrato mediante procedimientos manuales, mecanicos o quimicos, o las combinaciones de los
mismos, para grabar, grabar al aguafuerte, fresar, marcar, litografiar o imprimir aditivamente, o las combinaciones de
los mismos, en la superficie.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Posibles variantes de la forma soélida para un solo material sélido.

Figura 2. Modelo tedrico de superficie plana para nucleacién que muestra los requisitos de tamafo para el
Nucleo de Transformacion.

Figura 3. Nucleo en forma de cubierta que se forma en una superficie convexa a partir de la cual se obtiene el
factor de forma f(m, x) de la ecuacion 6.

Figura 4. Liquido en forma de cubierta en una superficie convexa que muestra las tangentes interfaciales
utilizadas en la tension de linea.

Figura 5. Probabilidades de nucleacién en sustratos solidos cristalinos y sustratos sélidos amorfos.

Figura 6. Motivos de nucleacion (fila superior) a modo de ejemplo utilizados en la presente invencion y su
aspecto fisico en un sustrato amorfo (fila inferior).

Figura 7. Resultados de la densidad de nucleacion y distribucion del tamafio cristalina para el sistema
NazB407‘1OH20.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 603 T3

Figura 8. Localizacién de la nucleacidon y crecimiento cristalino de acido acetilsalicilico en superficies de
nucleacion modificadas por ingenieria y el comportamiento aleatorio de la superficie de control.

Descripcion detallada de la invencién

La fase solida puede existir en una diversidad de formas que van desde materiales amorfos sin un orden de largo
alcance a sodlidos cristalinos que exhiben un alto grado de orden de largo alcance con una distribucion espacial
interatémica consistente en todo el cristal. Los atomos, iones o moléculas en un cristal ocupan de forma consistente
ubicaciones relacionadas con la simetria a través de una red cristalina para dar una fase sélida altamente pura que
se puede obtener de manera consistente, conveniente y rentable.

Numerosas propiedades fisicoquimicas importantes derivan del orden constante de largo alcance en los materiales
cristalinos, y estas incluyen propiedades que son importantes tanto en producciéon como en uso:

Volumen molar

Densidad

indice de refraccién

Color

Conductividad térmica y eléctrica

Capacidad calorifica

Temperaturas de fusion y sublimacion
Solubilidad en equilibrio

Velocidad de disolucién

10 Propensién a la formacién de solvatos o hidratos.
11 Reactividad quimica

12 Estabilidad del sélido cristalino.

13 Estabilidad fisica (por ejemplo, dureza, fragilidad, compresibilidad, etc.)
14 Morfologia

15 Distribucién de tamafo de cristal

16 Facilidad de procesamiento

CoO~NOORhWN -

El orden constante de largo alcance en los materiales cristalinos proporciona un comportamiento quimico predecible
que es comercialmente importante, con aplicaciones en los campos alimentario, farmacéutico, cosmético, agricola,
de quimica fina y de bioingenieria. Cada una de estas areas de aplicacion exige un material de alta pureza con un
rendimiento constante, en especial cuando se trata de uso humano. Los materiales cristalinos son adecuados para
aplicaciones que tienen requisitos de pureza y rendimiento regulados debido a la facilidad de recuperacion del
producto de las corrientes de procedimiento de multiples componentes, alta pureza que a menudo se proporciona en
una sola operacion de separacion, la escalabilidad del procedimiento de cristalizacion en si y la economia de
procedimiento favorable. Desde una perspectiva de uso final, los materiales cristalinos son estables durante el
almacenamiento a largo plazo y con frecuencia tienen propiedades termodinamicas y cinéticas reproducibles.

El procedimiento de cristalizacion es una técnica operativa y econémicamente preferente que se ha explotado
durante un largo tiempo debido a las propiedades consistentes exhibidas por los materiales cristalinos. Es importante
separar el comportamiento reproducible y predecible de los materiales cristalinos del propio procedimiento de
cristalizacion, ya que este ultimo involucra sorprendentemente varias etapas clave para las cuales la comprensién de
su mecanismo aun se sigue comprendiendo poco y es inherentemente impredecible. El comportamiento predecible
de los materiales cristalinos es tan valioso en las actividades comerciales que la falta de comprensién subyacente de
las primeras etapas del procedimiento de cristalizacion se pasa por alto con frecuencia hasta que surge un
problema.

Aunque un cristal dado que contiene cualquier combinacién de atomos, iones o moléculas exhibira un orden
constante de largo alcance, pueden existir diferentes formas de cristal con composiciones quimicas idénticas o
ligeramente diferentes y se pueden formar en cualquier momento. El fenédmeno genérico se conoce como variacion
de la forma sélida y como variantes de la forma sélida cuando se refiere a un grupo especifico que incluye una
entidad quimica de interés. Entre las variantes de la forma sdlida hay varias clasificaciones diferentes, definiéndose
rigurosamente el polimorfismo como la existencia de mas de una forma cristalina de una composiciéon quimica dada
cuyos constituyentes ocupan diferentes ubicaciones en la red. Cuando la conformacion, orientacién o ubicacion de
un atomo o ion en la red es diferente para dos cristales de composicién quimica idéntica, el empaquetamiento de la
celdilla unidad es diferente, y el resultado es un nuevo polimorfo, y el polimorfismo conformacional es la aparicion
comun de moléculas que tienen un alto grado de flexibilidad.

La presencia de una molécula de disolvente en los huecos de la red; es decir, disolvente que no interactia con la
entidad quimica de interés, produce un compuesto de inclusion y tales variantes en forma sélida son fragiles ya que
se puede producir con facilidad la pérdida de disolvente para dar un cambio en la forma cristalina. Cuando la forma
del cristal cambia mediante la adicion de una molécula de disolvente que interactia directamente con los atomos,
iones o moléculas de interés, se forma un aducto molecular o de solvato que es comparativamente mas estable



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 603 T3

frente a la pérdida de disolvente que los compuestos de inclusion. Estas especies solvatadas, junto con polimorfos,
se denominan colectivamente en el presente documento variantes de forma sélida.

De lo expuesto anteriormente, pueden existir varias fases para un material sélido y la Figura 1 comunica en parte las
complejidades que surgen de la variacion de forma sdlida. Por ejemplo, los compuestos organicos complejos dan
lugar con frecuencia a polimorfismo de empaquetamiento o polimorfismo conformacional, y estas diferentes formas
cristalinas pueden aparecer en practicamente cualquier etapa del procedimiento de desarrollo y fabricacion. Cuando
se produce la formacién de aductos, la inclusién intencionada o no de disolventes u otras moléculas puede brindar
numerosas posibilidades diferentes, algunas disefiadas de forma intencionada para mejorar las propiedades
seleccionadas de un cristal dado (por ejemplo, los llamados cocristales), mientras que otras pueden proporcionar
variantes como resultado de la incorporacion fortuita de impurezas, disolvente residual u otros componentes
provenientes de actividades de sintesis o produccién. A pesar de la estructura interna consistente exhibida por los
materiales cristalinos, la Figura 1 muestra que pueden existir numerosas variantes de forma solida, y tal variabilidad
es una faceta complicada e impredecible de los procedimientos de fabricacién que se basan en la cristalizacion
como técnica de separacion.

Los efectos de la variacion de la forma soélida en las 16 propiedades fisico-quimicas que se han mencionado
anteriormente pueden ser importantes; por ejemplo, se han de considerar las diferentes propiedades, usos y valores
del diamante y el grafito como dos variantes en forma sélida de carbono elemental. En términos mas generales, los
campos alimentario, farmacéutico, cosmético, agricola, quimico fino y de bioingenieria ponen un énfasis especial en
las propiedades de uso final seleccionadas de los materiales cristalinos. Mas especificamente, el uso comercial en
estos campos implica por lo general un producto regulado que tiene estandares de pureza inicial y final,
almacenamiento en anaquel antes del uso y rendimiento de uso final predecibles. Los ingredientes farmacéuticos
activos (API) utilizados en los medicamentos se pueden tomar como ejemplo ilustrativo, en el que la solubilidad de
equilibrio in vivo del APl es de importancia critica en uso. Debido a que las diferentes variantes de forma sélida
pueden tener diferentes propiedades, incluyendo solubilidades en equilibrio y velocidades de disolucion muy
diferentes, los organismos reguladores de la atencién médica de los Estados Unidos de América e internacionales
aplican directrices estrictas para garantizar unas caracteristicas de uso consistentes para los productos
farmacéuticos. Las propiedades de importancia critica para los API incluyen alta pureza inicial, distribuciéon del
tamarfio del cristal, estabilidad de almacenamiento del sélido, estabilidad fisica durante la administracion, velocidades
de disolucion del cristal y facilidad general de fabricacién. Muchas de estas propiedades exhiben interdependencias
(por ejemplo, una distribucién del tamafo amplia de los cristales puede dar una amplia gama de velocidades de
disolucién), que se complican aun mas debido a las muy diferentes condiciones de uso final: productos
farmacéuticos en seres humanos o animales, aplicaciones agricolas en diferentes entornos geoquimicos, 0 usos en
bioingenieria que pueden implicar la mejora o inhibicion de la formacion de biopeliculas.

Para recalcar la complejidad y la amplitud de los problemas que surgen de la variacion de forma sélida tenemos
experiencias comerciales publicitadas en las que los productos se vieron afectados negativamente por la variacion
de forma sdlida después de que las autoridades reguladoras hubieran aprobado el uso humano de una forma sélida
de API especifica. La historia del ejemplo admonitorio del producto Ritonavir de Abbott Laboratories (comercializado
como Norvir®) se ha utilizado ampliamente como estudio de un caso preferente del polimorfismo y sus implicaciones
comerciales. El ritonavir es una molécula organica de 98 atomos para el tratamiento del VIH y se desarrollo con éxito
a través de ensayos clinicos y recibid la aprobacion reglamentaria para su uso humano en forma de gel liquido.
Aproximadamente dos afios después del lanzamiento comercial, un lote de capsulas de ritonavir fallé en una prueba
de disolucidon regulada debido a la aparicion de un polimorfo de disolucidon mas lenta y previamente desconocido. La
disponibilidad mundial de ritonavir se vio comprometida, y los inventarios institucionales se pusieron en cuarentena
durante este tiempo dado que el medicamento estaba formando una estructura cristalina diferente que lo hacia
menos soluble, de modo que no se liberaba la dosis correcta del medicamento dentro del cuerpo del paciente.

Se requirié un esfuerzo de reformulacion orientado que incluyd nuevos estudios de farmacocinética, cambios de
produccion, revisiones de control de calidad, requisitos de almacenamiento y reenvio a las diversas autoridades
reguladoras, y se completé en aproximadamente 12 meses a un coste considerable. Se estima que las ventas
perdidas por si mismas excedieron los 125 millones de ddlares, lo que no tiene en cuenta los costes de nuevo
desarrollo y el deterioro del renombre comercial derivado del dafio a las marcas comerciales Ritonavir y Abbott
Laboratories.

Un factor que complica la cristalizacion como técnica de separacion y purificacion es la diversidad de entidades
quimicas que se utilizan en aplicaciones alimentarias, farmacéuticas, cosméticas, agricolas, quimicas finas y de
bioingenieria. Las clases de entidades quimicas pueden variar desde atomos e iones de bajo peso molecular hasta
moléculas organicas complejas y macromoléculas capaces de diferentes disposiciones conformacionales e
interacciones intermoleculares complejas. El espectro de peso molecular de los API por si mismo puede abarcar
desde una molécula pequefia hasta el intervalo macromolecular bioldgico, y este tltimo a menudo esta predispuesto
al polimorfismo conformacional y a la variacién de la forma sdélida basada en la solvatacion. Los mecanismos
terapéuticos y de captacion muy diferentes de los API requieren a menudo una funcionalizacién quimica diferente, y
esto puede afectar a la conformacion, las interacciones intramoleculares, las interacciones intermoleculares y la
formacion de solvatos en el cristal.
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La investigacion y el desarrollo farmacéuticos actuales implican con la mayor frecuencia la preparacion, produccion y
uso de las formas de sal de los API y, de forma mas especifica, que el API contenga una funcionalidad ionizable
cuya carga esté neutralizada con un contraion biolégicamente aceptable. Las ventajas de la formacion de sal para
los APl son numerosas e incluyen la unificacion de ciertos comportamientos in vivo incluso para clases muy
diferentes de moléculas de API. Ademas, la introduccion de una funcionalidad ionizable, habitualmente grupos de
acido carboxilico, puede facilitar el aislamiento del APl como material cristalino con las ventajas resultantes que
abarcan la sintesis y el aislamiento para uso in vivo. Cuando el objetivo es el uso in vivo, la formacion de la sal
puede mejorar la solubilidad en agua del API, lo que produce beneficios desde la produccién hasta la
farmacocinética.

Después de la formacion de la sal, el aislamiento de un sélido cristalino simplifica la purificacion y la manipulacion, y
para un APl dado existe una susceptibilidad reducida de reacciéon durante el almacenamiento en el anaquel del
producto intermedio o final. También se prefieren los API cristalinos, ya que facilitan su uso en comprimidos y
capsulas, que dominan los diversos procedimientos de administraciéon farmacéutica. Como resultado de estos
estudios, casi el 50 % de todas los API en uso hoy en dia se producen como formas de sal para impartir solubilidad
en agua y para que los materiales se puedan aislar en forma de solidos cristalinos con produccion, uso y ventajas
econdmicas concomitantes.

A pesar de las numerosas e importantes ventajas de la formacion de una sal para una diversidad de usos
comerciales y de desarrollo, la formacion de la sal aumenta en ultima instancia la probabilidad de variacion de la
forma sdlida. El uso de coiones de sal puede dar lugar a un comportamiento estructural itinerante en el que surgen
diferentes interacciones intra o intermoleculares entre los respectivos cationes y aniones (por ejemplo, interacciones
de formacion de puentes, interacciones bifurcadas, etc.). La introduccidon de una funcionalidad de formacion de sal
también aumenta la complejidad molecular de la molécula y puede aumentar la probabilidad de variaciéon de forma
sélida. La presencia de restos idnicos polarizados también aumenta la propension a la formaciéon de hidratos y
solvatos, lo que puede conducir a una diversidad de variaciones potenciales (Figura 1) y puede afectar a la
estabilidad de almacenamiento, la solubilidad y las velocidades de disolucion.

Incluso los procedimientos de cristalizacion optimizados pueden verse afectados negativamente por la variacion de
la forma sélida. Por ejemplo, el uso de cristales semilla en actividades de investigacion, desarrollo y produccion es
una practica comun. A medida que las semillas se purifican cada vez mas después de la recristalizacion repetida de
un lote a otro, la pureza creciente puede desplazar el equilibrio y la energia del sistema para dar una nueva variante
de forma solida. Desde una perspectiva operativa, las tendencias comerciales que implican multiples instalaciones
de desarrollo y produccion de API en regiones geograficas ampliamente variables con diferente personal y
condiciones ambientales diferentes introducen muchas variables no reproducibles. Estos factores reducen, de forma
colectiva, la previsibilidad de una operacion de cristalizacion; sin embargo, son practicas convencionales en la
actualidad que requieren el desarrollo de procedimientos de cristalizacion nuevos y mejorados.

Para recalcar la omnipresencia de la variacién de la forma soélida en actividades comercialmente relevantes, se ha
informado que: "... el polimorfismo es un fenédmeno generalizado observado en mas de la mitad de las sustancias
farmacoldgicas ..." y que: "Se sabe que el polimorfismo y el seudopolimorfismo influyen cada etapa de la fabricacion
y el almacenamiento de productos farmacéuticos" (Stahl, P. H.; Wermuth, C. G. Handbook of Pharmaceutical Salts:
Properties, Selection, and Use. Wiley-VCH: Nueva York, 2002).

Dada la naturaleza intensamente regulada de la produccion y el uso farmacéuticos, las decisiones que rodean a la
forma de sal cristalina de un API se hace avanzar a sintesis a escala superior, estudios farmacocinéticos, ensayos
clinicos y al mercado es tan importante que se ha descrito como " irreversible": "La situacion actual del desarrollo
industrial de medicamentos hace que la decisiéon concerniente a la sal sea casi irreversible, porque un cambio en la
forma de la sal durante las etapas posteriores del desarrollo de un candidato a medicamento implica altos gastos
adicionales y una pérdida de tiempo valioso...." (Stahl, P. H.; Wermuth, C. G. Handbook of Pharmaceutical Salts:
Properties, Selection, and Use. Wiley-VCH: Nueva York, 2002).

De ese modo, se han reconocido ampliamente los beneficios de un API cristalino altamente puro que exhibe un
comportamiento quimico constante durante la vida util del producto y en la actualidad se regulan desde el desarrollo
de los candidatos a farmacos hasta su uso comercial. Sin embargo, este modelo y las reglamentaciones asociadas
estan sujetos a una falta inherente de previsibilidad planteada por la variacion de la forma sdlida, y se prevé que los
aumentos ya observables en este fendmeno creceran como resultado de las estrategias de desarrollo actuales que
favorecen la formacion de sal y la complejidad siempre creciente de las moléculas de API utilizadas en medicina.
Esta divergencia de la previsibilidad sugiere que se necesiten nuevos procedimientos de cristalizacion para mejorar
la previsibilidad quimica y econémica, y que cualquier mejora de este tipo se debe adaptar a la creciente diversidad
de entidades quimicas que se utilizan, o se utilizaran comercialmente, en aplicaciones alimentarias, farmacéuticas,
cosmeéticas, agricolas, de quimica fina y de bioingenieria.

A pesar del estudio empirico durante mas de un siglo y el interés recientemente expandido por el disefio de cristales,
los tratados principales sobre procedimientos de cristalizacion comercialmente pertinentes adn reconocen que
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muchos profesionales todavia tratan la cristalizacion como un arte.

Con el estado actual de la tecnologia de cristalizacion que todavia se menciona constantemente en la bibliografia
cientifica como un "arte", esta claro que se necesitan procedimientos nuevos y racionales para identificar y controlar
la variacion de la forma solida. Nuevas capacidades que permiten una deteccion de forma soélida mas rapida y facil
para facilitar la identificacion de polimorfos, solvatos y otras variantes de forma sélida antes de avanzar a la
produccion y, de forma ideal, antes de que ingresen en el mercado donde surgen riesgos de uso final y problemas
de seguridad publica. Este enfoque para el analisis sistematico de formas soélidas emplea una filosofia combinatoria
de alto rendimiento que carece de las ventajas econdomicas y técnicas de una metodologia racional. Muchos
enfoques combinatorios no son eficaces en masa y requieren cantidades comparativamente grandes de material
experimental (que generalmente es escaso) que se distribuye en decenas de miles de pocillos con diferentes
condiciones quimicas, lo que hace que la recuperacién sea casi imposible. Un enfoque de deteccién racional tendra
requisitos de masa mas bajos, sera mas eficaz con el material disponible y permitira que mas compuestos objetivo
ingresen a las pruebas farmacodinamicas en una etapa anterior al reducir la carga de sintesis en la etapa temprana.
De casi la misma importancia, son necesarios nuevos procedimientos de cristalizacién racional que sean aplicables
a diversas especies quimicas, ya que la naturaleza cada vez mas compleja de los productos alimenticios,
farmacéuticos, cosméticos, agricolas, de quimica fina y de bioingenieria probablemente dara lugar a una mayor
variacion de forma sélida.

También se necesitan nuevos procedimientos de cristalizacion desde una perspectiva comercial, ya que las técnicas
racionales que pueden hacer que la produccién sea mas predecible, escalable y rentable son econémicamente
ventajosas. Los procedimientos de cristalizacion racional también deben abordar las condiciones dispares de las
actividades de descubrimiento y produccion, ya que hay mas variables disponibles a escala de laboratorio, mientras
que las restricciones econémicas, de ingenieria y regulatorias limitan el intervalo de variables practicas a escala de
produccion. Las nuevas herramientas de cristalizacion deben ser duraderas y utiles en diversas condiciones de
laboratorio:

1 Diferentes entidades quimicas (por ejemplo, atomos, iones, moléculas) y clases quimicas
2 Disolventes diferentes

3 Temperaturas

4 Presiones (para evaporacion)

5 Reactivos para reducir la solubilidad

6 Factores de forma experimental versatiles

a Vasos

b Superficies incorporadas a una pared del recipiente

¢ Superficies adheridas a una pared del recipiente

d Mdédulo suspendido en contacto con la solucién

e Maodulo que flota libremente en contacto con una solucién

f Cualquiera de los medios anteriores en contacto intermitente con una solucién.

A escala de produccidon surgen numerosas limitaciones operativas y se vuelven mas importantes factores de
ingenieria y orientacién economica:

1 Durabilidad fisica

2 Estabilidad quimica

3 Estabilidad en condiciones de cizalladura
4 Factores de forma versatiles

a Vasos

b Superficies incorporadas a una pared del recipiente

¢ Superficies adheridas a una pared del recipiente

d Mdédulo suspendido en contacto con la solucién

e Maodulo que flota libremente en contacto con una solucién

f Cualquiera de los medios anteriores en contacto intermitente con una solucion.

Los requisitos de que los nuevos procedimientos de cristalizacién racional acomodan diversas quimicas a escalas
muy diferentes para productos con diferentes requisitos de uso final es un desafio importante que se aborda dentro
del alcance de la presente invencion.

Las teorias actuales que describen el procedimiento de cristalizaciéon se basan en la premisa de que la cristalizacion
es esencialmente un procedimiento de reconocimiento molecular que ocurre a gran escala.

En este contexto, el reconocimiento molecular se define en el presente documento para incluir el reconocimiento de
todas las especies quimicas pertinentes incluyendo atomos, iones, moléculas y macromoléculas biolégicas. En su
forma mas simple, el reconocimiento molecular se puede considerar como el depédsito de moléculas de manera
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ordenada sobre una red. Solo las moléculas que encajan bien se depositan en la superficie de la red.

El orden constante de largo alcance de un cristal deriva de los procedimientos de autoensamblaje y reconocimiento
molecular mencionados anteriormente, en los que los solutos con una energia favorable se transfieren a través de
un limite de fase y se rechazan las impurezas. Es importante comprender el mecanismo y el papel de este
procedimiento de reconocimiento en la cristalizacion, ya que es dificil recrear las capacidades de reconocimiento
universal para diversas clases quimicas de solutos; sin embargo, el reconocimiento es necesario para producir
materiales cristalinos.

El procedimiento de cristalizacion esta dirigido termodinamicamente y controlado cinéticamente, y estas
observaciones tienen implicaciones importantes. En los sistemas que dan sélidos cristalinos de forma relativamente
rapida, rara vez el primer cristal obtenido forma la estructura termodinamicamente mas estable. En muchos casos,
que incluyen ejemplos notables que implican el producto Ritonavir de Abbott, los materiales cristalinos obtenidos
inicialmente y administrados a los pacientes eran productos controlados cinéticamente y no eran materiales
cristalinos termodinamicamente estables. En tales casos, el producto controlado cinéticamente tiene el potencial
quimico suficiente para conducir los diversos equilibrios hacia su formacién y tal condicién puede inhibir el
aislamiento de la forma termodinamicamente estable. Solo después de encontrar algin cambio en las variables del
sistema, tal como una diferencia inesperada en la velocidad de enfriamiento como resultado de una transferencia a
escala de planta, exposicion a diferentes contaminantes formados por particulas (ya sea en el aire o residual en el
equipo), envejecimiento de la solucién, etc., se produce la estructura cristalina termodinamicamente estable.

Debido a que diferentes factores termodinamicos y cinéticos tienen influencia en el procedimiento de cristalizacion
en diferentes etapas, el procedimiento de cristalizacion se separa en dos procedimientos por etapas. La génesis
cristalina se conoce como nucleacion, en la que las especies de interés se agregan en primer lugar, ya sea a partir
de la masa fundida o de la solucién, mientras permanecen solubles en la fase liquida. Al alcanzar un tamafio critico
que depende del sistema, el agregado sufre una mayor autoorganizacion para formar un cristal precursor o semilla.
Después de la nucleacion, el cristal original entra en la segunda etapa, denominada crecimiento cristalino, y a
continuacién progresa a partir de una semilla microcristalina a un sélido macrocristalino mediante la adicion de las
especies de interés en las diferentes caras del cristal. Como resultado de la estructura altamente organizada de los
solidos cristalinos y la facilidad con la que se estudian, las teorias prevalecientes se extrapolan frecuentemente a la
inversa y se basan en modelos que implican una adicidon ordenada y sistematica de especies individuales para
proporcionar modelos de nucleacién gradual y crecimiento de cristales.

La nucleacion es un primer paso importante en el procedimiento de cristalizacion, y es un punto de partida atractivo
para el desarrollo de procedimientos de cristalizacion nuevos y mejorados. Las estructuras cristalinas de proteinas
son fundamentales para el éxito del disefio racional de medicamentos y ofras aplicaciones biotecnoldgicas; sin
embargo, obtener cristales de alta calidad plantea un gran problema para el progreso. La nucleaciéon se reconoce
como el primer paso que afecta al resto del procedimiento de cristalizacion, por lo que el control de la nucleaciéon
resolveria muchos problemas de la cristalizacién en su concepcion.

La nucleacion se produce mediante dos mecanismos principales: nucleacion primaria y nucleacion secundaria. La
primera, por definiciéon, se produce en ausencia de superficies cristalinas, mientras que la nucleacién secundaria
requiere la presencia de alguna superficie cristalina alrededor de la que se produzca la agregacion y el crecimiento.
En ausencia de superficies cristalinas, la nucleacion primaria se puede producir mediante vias homogéneas o
heterogéneas. La nucleacién primaria homogénea es un evento espontaneo en el que los agregados de solutos
alcanzan el tamafo critico necesario para la nucleacion, y es bastante rara fuera del laboratorio y practicamente
imposible de observar a escala de procedimiento dada la diversidad de materiales en contacto intencionado e
involuntario con una soluciéon sobresaturada en instalaciones de produccién comercial. La nucleaciéon primaria
heterogénea implica la presencia de materia extrafa, tal como particulas o especies quimicas (por ejemplo,
solventes, aditivos, impurezas, etc.) que sirven para reducir la barrera de energia para la nucleaciéon. Dada la
ubicuidad de los contaminantes particulados, incluso en el laboratorio mas cuidadosamente controlado y en los
entornos de instalaciones certificadas de buena fabricacion (cGMP), la nucleaciéon primaria heterogénea es el
mecanismo de nucleacién primaria encontrado de forma mas frecuente.

La presencia de un contaminante formado por particulas, sélidos en suspensién, polvo o una impureza quimica
puede reducir la energia del sistema para proporcionar agregados del tamafio critico necesario para la nucleacion.
En sistemas contaminados con particulas, la nucleacion se puede producir a niveles mas bajos de sobresaturacion,
y los estudios han demostrado que la nucleaciéon primaria heterogénea es mas comun en sistemas en los que el
tamafio y la estructura del contaminante se parecen mucho a los de las especies que se cristalizan. La investigacion
ha demostrado que la disparidad estructural entre el contaminante y la entidad quimica objetivo debe ser inferior a
un 15% para que haya una ventaja energética, y esta observaciéon significa que los productos quimicos
estructuralmente similares o los contaminantes del procedimiento pueden afectar de forma negativa a los
procedimientos de cristalizacion.

Aunque la "materia extrafia sometida a ingenieria" puede parecer inicialmente prometedora como medio de inducir
nucleacion primaria heterogénea en las proporciones de sobresaturacion mas bajas, las interacciones de dicha
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"materia extrafia" con un agregado de soluto en crecimiento antes de la nucleacién es impredecible. En el contexto
de la produccion de cGMP de productos regulados alimentarios, farmacéuticos, cosméticos y productos relacionados,
tal comportamiento impredecible no es aceptable.

La nucleacion secundaria implica una superficie cristalina original presente en la solucién, y se usa de manera
intermitente en las cristalizaciones de laboratorio que involucran un cristal semilla previamente aislado que se usa
para inducir la nucleacion. A escalas mas grandes, los cristales semilla se pueden introducir mediante una reserva o
"retencion” en el recipiente del reactor de una parte de un procedimiento de cristalizacién previo. Las cristalizaciones
a escala de procedimiento también implican agitacion mecanica que puede conducir a la fragmentacion
microcristalina, o "crianza por colision", en condiciones de cizalladura que produzcan fragmentos que se dispersen y
puedan servir como centros de nucleacion. Aunque mal entendidas, se han postulado varias etapas de nucleacién
secundaria:

1 Generacién de fragmentos microcristalinos del cristal original mediante agitacion mecanica que hace que los
cristales colisionen con otros cristales, con el recipiente o con el aparato de mezcla

2 Dispersion de los fragmentos microcristalinos en el medio por mezcla o difusion

3 Agregacion de solutos alrededor del fragmento microcristalino para producir agregados con el tamafio critico
necesario para la nucleacion.

La nucleacion secundaria que usa cristales semilla del compuesto original en condiciones de alta cizalladura puede
ser conveniente, pero no es universalmente aplicable: no existen cristales semilla adecuados para la mayoria de las
nuevas entidades quimicas. La estrategia de nucleacidon secundaria por siembra es limitante en la fase de
descubrimiento de una nueva entidad quimica en la que los cristales semilla aun no estan disponibles o pueden ser
dificiles de aislar. Ademas, el uso de cristales semilla en actividades de produccién requiere una costosa calibracion
empirica a gran escala de las condiciones de cizalladura y, lo que es mas importante, la nucleaciéon secundaria aun
puede producir productos controlados cinéticamente en lugar de la forma cristalina termodinamicamente estable
deseada. La nucleacion secundaria mediante siembra de cristales también adolece de un comportamiento
impredecible ya que las reservas de semillas se pueden someter a una purificacion gradual como resultado de
recristalizaciones repetidas, lo que puede conducir a una mayor probabilidad de variacion de la forma solida a
medida que los componentes traza de la solucidon (por ejemplo, impurezas, particulas, etc.) se reducen de forma
gradual y surgen de forma involuntaria nuevas condiciones de cristalizacion. Dadas estas limitaciones, el énfasis de
la presente invencion se realiza en la nucleacién primaria heterogénea.

La sobresaturacion es la fuerza impulsora para la nucleacion, y se produce cuando la concentracion de soluto en la
solucidon excede la solubilidad de soluto en equilibrio determinada en condiciones termodinamicas ideales. La
relacion de sobresaturacion es un componente importante del marco teérico para la nucleacion, y se define como:

Ec. 1 -

donde C es la concentracion de soluto en la solucién sobresaturada y Cy es el limite de solubilidad termodinamico.

La sobresaturaciéon es un estado termodinamico metaestable no ideal en el que perturbaciones diminutas pueden
conducir a cambios significativos que pueden incluir la formacién de precipitados amorfos o soélidos cristalinos. El
estado metaestable de sobresaturacion descansa con frecuencia cerca de un punto de inflexion energético, donde
puede existir un pozo energético de estabilidad superficial para un sistema que contiene soluto a una concentracion
que excede su valor en equilibrio termodinamico, y la barrera de energia de activaciéon para salir de un estado
metaestable de este tipo puede ser bastante pequefia y puede resultar de perturbaciones menores en el sistema. El
tamafio y la forma de la zona metaestable estan relacionados con la proporcién de sobresaturacion de una solucion,
en donde una sobresaturacion mas alta en realidad disminuye la metaestabilidad y una sobresaturacion mas baja
tiene una regidon metaestable comparativamente mas grande.

Hay cuatro medios principales para manipular la sobresaturacion, y estos incluyen:

1 Cambio de temperatura

2 Evaporacion de disolvente

3 Cambios en la composicién del disolvente para reducir la solubilidad del soluto
4 Reaccién quimica.

Estos cuatro procedimientos son convenientes para la cristalizacion a escala de laboratorio, pero la mayoria de las
operaciones a escala de procedimiento enfatizan las técnicas térmicas y de evaporacion, ya que no requieren la
adicién de productos quimicos que implicarian costes adicionales y procesamiento posterior. Las escalas de
laboratorio y procedimiento también utilizan diferentes niveles de sobresaturacion. Las cristalizaciones a escala de
laboratorio generalmente se centran en el aislamiento para el andlisis de una nueva entidad quimica, y estos
estudios generalmente se realizan a baja sobresaturacion ya que hay cantidades limitadas de la nueva entidad
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quimica disponibles en la etapa de desarrollo. La cristalizacién a escala de procedimiento se dirige con mayor
frecuencia a la pureza, el rendimiento y la eficiencia general del procedimiento, de modo que se emplea niveles
intermedios de sobresaturacion. Las operaciones de cristalizacion llevadas a cabo a niveles muy altos de
sobresaturacion son menos comunes debido a la disminucion de la metaestabilidad de la solucién, haciéndola
susceptible de cambios drasticos (por ejemplo, precipitacion amorfa, formacion de monolitos, evento térmico
desbocado, etc.) que dan cualidades de producto indeseables.

Una solucién sobresaturada metaestable se basa en la nucleacion para reducir la energia libre del sistema, lo que
permite el retorno a las condiciones de equilibrio. Antes de la nucleacion, el soluto en una solucién sobresaturada se
concentra lo suficiente para producir agregados o grupos intermoleculares, y esta agregacion representa la primera
etapa del procedimiento de reconocimiento aplicado a la cristalizacion. Los agregados se forman en soluciéon para
maximizar los efectos favorables de la solvatacién, minimizar los efectos desfavorables de la solvatacién, optimizar
las interacciones intermoleculares y reducir la energia libre del sistema en general. Como parte del procedimiento de
agregacion, los solutos coalescen y las especies termodinamicamente indeseables se excluyen de la estructura de
fase de solucién fluxional, con el resultado de ser un primer paso en el procedimiento de reconocimiento dinamico
que evoluciona a través de las etapas de nucleacion y crecimiento de cristales. Un resultado faciimente observable
de la agregacion es el aumento de la viscosidad que generalmente acompafia a los aumentos en la sobresaturacion,
donde la viscosidad de la solucidon puede aumentar de forma drastica como resultado de la agregacion de solutos.
Los cambios de viscosidad son mas pronunciados para las soluciones sobresaturadas que para las soluciones
insuficientemente saturadas, y los experimentos de sedimentacion en columna que utilizan soluciones salinas
sobresaturadas han informado gradientes de concentracion de agregados que se usaron en calculos preliminares de
tamafo de conglomerado.

El examen de los factores termodinamicos para la nucleacion primaria homogénea proporciona una base
simplificada e instructiva para la comprension de la nucleacion primaria heterogénea y es un analisis de sensibilidad
con respecto a las variables importantes de forma practica. La nucleacién primaria homogénea de un agregado
esférico ideal implica la diferencia entre la energia libre positiva requerida para la formacion de la superficie del
nucleo en una solucion sobresaturada y el cambio negativo de energia libre para la transformacion de fase (es decir,
el nucleo agregado en solucion en transicion a un cristal microscoépico):

Ec.2 AG = 4nrc + ganAGV

donde r es el radio de un agregado de soluto esférico ideal, o es la tension superficial, y AG, es el cambio de energia
libre para la transformacién de fase.

El primer término es "resistencia a la nucleacion" y corresponde a la energia libre requerida para formar la superficie
del nucleo en un microdominio de la solucidon sobresaturada, y esta barrera energética se presenta mediante las
fuerzas de tensién superficial cohesivas de la solucion sobresaturada que se resisten al reordenamiento y al
desplazamiento a medida que se forma el nucleo subcritico. El segundo término que implica AG, representa la
energia favorable de la transformacion de fase y corresponde a una disminucion de energia del sistema a medida
que se sale del estado metaestable y comienza la cristalizacion.

Al minimizar AG en la Ecuacién 2 con respecto al radio de agregado r e introducir la ecuacion de Gibbs-Thompson
para el crecimiento de agregados, se puede obtener una energia libre critica para la nucleacion:

16mes v?

Ec. 3 aGcr = ?)(RTTS)Z

donde v es el volumen molecular, T la temperatura del sistema, y S la proporcion de sobresaturacion de la Ecuacion
1.

Para los agregados mas pequefios que el tamafo critico necesario para la nucleacion, es preferible
termodinamicamente la difusion del soluto lejos del grupo. Mas alla de un tamafo de agregado critico que depende
del soluto y el sistema; sin embargo, AGe, tiende a un crecimiento de agregados negativo y espontaneo. Esta etapa
es en la que la adicion de soluto mediante un agregado esta favorecida termodinamicamente y se logra la energia
libre critica de nucleacion, que se produce cerca del punto de inflexién energética en un sistema metaestable. Dicho
de otro modo, las soluciones sobresaturadas son metaestables dado que se necesita un agregado de tamafio critico
para aliviar la condicién de no equilibrio de sobresaturacion.

El punto en el que el agregado alcanza el tamafio critico para que la adicion de soluto se vuelva
termodinamicamente favorable depende en gran medida de las propiedades quimicas del soluto, la soluciéon
sobresaturada y las condiciones macroscoépicas. Las Ecuaciones 2 y 3 muestran que la energia libre que favorece la
formacion y el crecimiento de agregados a un tamafio critico depende de una serie de variables que incluyen el
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volumen especifico del soluto y el radio de agregado, los cuales son en gran medida valores dependientes de las
moléculas y los sistemas y su manipulacion solo es practica en estudios fenomenoldgicos de laboratorio y no en
investigacion comercial o actividades de produccion. Las dos variables mas convenientemente manipuladas para las
cristalizaciones a escala de procedimiento son la proporcion de sobresaturacion y la temperatura del sistema, y
estas se optimizan siempre que sea posible. Existen limites practicos para estos controles, ya que la cinética de
nucleacion y crecimiento de cristales pueden verse afectados negativamente por una alta proporcion de
sobresaturacion que reduce la metaestabilidad del sistema y puede conducir a una distribucion deficiente del tamafio
de los cristales, morfologia indeseable, niveles de pureza reducidos y aislamiento del producto controlado
cinéticamente en lugar del producto preferente termodinamicamente estable. Como resultado de la compleja
interdependencia entre la temperatura y la proporcion de sobresaturacion y la condicién de no equilibrio del estado
sobresaturado, por lo general se requiere un enfoque empirico para obtener una comprension util de cémo estas
variables afectan a un sistema de cristalizacion dado. Tal enfoque empirico es intensivo en masa, y no es adecuado
para la fase de descubrimiento de desarrollo o para actividades de investigacion o producciéon que involucran
macromoléculas y proteinas bioldgicas que son sensibles a la temperatura y con frecuencia pueden exhibir
solubilidad itinerante en funcién de la temperatura.

La variable restante que aparece tanto en la Ecuacion 2 como en la Ecuacién 3 es la tension interfacial, o energia
superficial, y se ha reconocido su importancia para el procedimiento de cristalizaciéon junto con la dificultad de
aprovechar su utilidad.

En la practica actual, la tension superficial interfacial, o energia superficial, se puede modificar mediante una juiciosa
seleccion de solvente; sin embargo, las operaciones de produccion, las pautas regulatorias y la economia del
procedimiento exigen con frecuencia que el sistema de disolventes sea acuoso, en especial en el procesamiento de
productos alimentarios, farmacéuticos, cosméticos, agricolas y de bioingenieria, en los que los estandares de pureza
son los mas estrictos.

Dado que las soluciones sobresaturadas requieren la formacion de un agregado de tamafio adecuado para aliviar la
condicion metaestable de no equilibrio y que las energias superficiales son un aspecto importante de la formacion y
crecimiento de agregados, la manipulacion conveniente y predecible de las energias superficiales en soluciones
sobresaturadas seria de utilidad. La manipulacién de los agregados de solutos antes, durante y después del
procedimiento de nucleacion por modificacion de la energia superficial es un aspecto importante de la presente
invencion.

Recordando que la cristalizacion es un procedimiento dirigido termodinamicamente que esta controlado
cinéticamente, se justifica una comprension de los componentes del tiempo. Sustituyendo la Ecuacion 3 en una
ecuacion de velocidad de tipo Arrhenius, donde Ay By estan relacionados por la velocidad, y la solucién de k da:

1

g

k= — 162
Ec. 4 3 In(C2) 13 (10 5)2

El formato de la Ecuacion. 4 muestra magnitudes cubicas comparables entre o (una resistencia a la nucleacion) y T
(por lo general un potenciador de nucleacion). El aumento de S también mejora y acelera la nucleacion, pero puede
reducir de forma drastica la metaestabilidad del sistema al hacer que se formen muchos nucleos con un efecto
adverso sobre las propiedades de uso final relacionadas, de las que la distribucién del tamafio de cristal es un
ejemplo. Para complicar ain mas un analisis de sensibilidad se produce el comportamiento itinerante de la
solubilidad de los solutos en funcion de la temperatura para diferentes especies; por ejemplo, las proteinas y otras
macromoléculas pueden exhibir una solubilidad decreciente a medida que aumenta la temperatura, mientras que
muchas moléculas pequefas, iones simples y similares exhiben por lo general una solubilidad creciente con un
aumento de la temperatura. La ecuacion 4 también predice que por encima de una sobresaturacion critica deberia
haber un crecimiento exponencial; sin embargo, en la practica existe una temperatura a la que la solucién se vuelve
demasiado viscosa para nuclearse. Esta disminucién de la velocidad en funcion de la viscosidad esta relacionada
con el término de energia superficial, ya que la formaciéon de una nueva superficie en la solucion sobresaturada
altamente viscosa representa un desafio energético y la Ecuacion 5 se ha aplicado con éxito a una solucién acuosa
sobresaturada de acido citrico:

_ —16me3v2 AGyie
Ee.5 Bo = Aexpliming ¥ Tir )

El segundo término que implica G.isc €s cada vez mas importante a niveles de sobresaturaciéon mas altos, y después
de que se alcance una temperatura de sobreenfriamiento critica dependiente del sistema, hace que las velocidades
de nucleacion disminuyan debido a la difusion limitada por la viscosidad que impide la formacion de nuevas
superficies para las especies en nucleacion. Al igual que con la termodinamica, los factores cinéticos también
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exhiben interdependencias complejas y se limitan a ciertos regimenes del sistema, que colectivamente limitan la
utilidad y la previsibilidad de los procedimientos de cristalizacion actuales.

Las mejoras tecnolégicas de la nucleacion y el crecimiento de los cristales deben ser compatibles con los
procedimientos de produccioén y los procedimientos de cristalizacion existentes para su despliegue comercial. Un
objetivo clave de la cristalizacion es la recuperacion eficaz de un producto altamente purificado, y cualquier adicion
de modificadores para alterar el curso de la cristalizacion se debate de forma rigurosa y por lo general se ve
desfavorecida por parte de los profesionales farmacéuticos y relacionados con los alimentos y sus autoridades
reguladoras de supervision. Con el fin de maximizar la utilidad y facilitar la adopcion, generalmente se deben evitar
las adiciones a un flujo de procedimiento y, cuando sea inevitable, los componentes agregados deben estar
inmoviles con respecto al efluente del producto o recuperarse facilmente mediante procedimientos fisicos
macroscopicos como se describe en la presente invencién. El contacto de una solucién sobresaturada con una
superficie macroscépica para facilitar la nucleacion primaria heterogénea racional es un enfoque interesante. La
capacidad de controlar dicho procedimiento (es decir, la nucleacién) se encuentra en el corazon del desarrollo de
una nueva tecnologia o microestructura. Esto se debe a que la nucleacion controla en gran medida la estructura
inicial, tipo, tamafio, escala y distribucion espacial de las fases del producto.

La teoria de la nucleacion en una superficie describe un mecanismo ordenado y gradual que implica la adsorcion de
solutos individuales en una superficie, la difusion de esos solutos a lo largo de la superficie y la nucleacién que se
produce posteriormente cuando los solutos unidos alcanzan el tamafio critico dependiente del sistema que causa G,
de la Ecuacion 3 para tendencias negativas que favorecen el crecimiento espontaneo. Esta perspectiva mecanicista
esta demasiado simplificada e ignora el papel de la autoagregacion de solutos, la adicion de moléculas de solutos
individuales a los agregados en solucion, la coalescencia de los agregados y la adicion de agregados a superficies
heterogéneas en solucién. Dado el régimen de concentracion sobresaturada y la naturaleza fluxional de las
estructuras de la solucién, es factible que el procedimiento de nucleacién pueda incluir procedimientos que deriven
del comportamiento de solutos individuales, de agregados de solutos y de una combinacién de estas especies en
fase de solucion. Las diferencias en el comportamiento quimico y las propiedades fisicas de las moléculas de soluto
individuales y los agregados de estas especies estan bien documentadas, y el papel subyacente de una superficie
de nucleacién se puede resumir para una discusion conveniente. Una superficie que facilita o inhibe la nucleaciéon
puede afectar la barrera de energia para la nucleacién de varias maneras:

1 Proporcionando una red cristalina de plantilla estructuralmente similar a la de los procedimientos epitaxiales,
incluyendo epitaxia en fase liquida

2 Estabilizando una estructura intermedia entre la de los agregados de soluto en solucién y la estructura cristalina
3 Excluyendo o eliminando impurezas de disolventes de la estructura del agregado antes de la nucleacion

4 Facilitando la formacion de interacciones intermoleculares (o interatdmicas) que estabilizan el agregado en
crecimiento y la estructura cristalina.

5 Facilitando la coalescencia de los grupos de agregados de solutos adyacentes para lograr el tamafio critico
necesario para el crecimiento espontaneo.

Los tratados tedricos sobre nucleacion heterogénea en un sustrato toman una perspectiva geométrica, con la
premisa subyacente de que la geometria de la superficie del sustrato puede afectar al procedimiento de nucleacion.
Los limites extremos de esta teoria incluyen el modelo de superficie plana y el modelo esférico, estando
representado el primero en la Figura 2. La descripcion tedrica de la nucleacion en un sustrato plano proporciona un
"nucleo de transformacion" (Figura 2); es decir, un agregado de tamafio adecuado que G presenta tendencias
negativas que conducen a la nucleacion. En este modelo de Turnbull, se produce la nucleaciéon en una superficie
para aquellos agregados en los que las dimensiones del sustrato son > 2r* (r* es el radio critico para la nucleacion) y
para los que el radio del agregado es > 2r* sen 6, como se muestra en la Figura 2.

Para migrar desde la superficie plana a un limite tedrico diferente que comprende el sustrato esférico convexo que

se muestra en la Figura 3, se puede derivar un nuevo término que implica el factor de forma f(m,x) para dar la
Ecuacion 6:

Ec.6 f(m,x) = 1+ (5-"—;‘15)3+ x3(2 —3(*~?g-’11) + (?)3) + 3mx2(§—? -1

La incorporacion de este factor de forma f(m,x) a una ecuacion para la energia libre de nucleacién da el modelo de
Fletcher de la Ecuacion 7:

Ec.7  AG* = 8n0/3(AG,)*f(m,X)

El modelo de Fletcher predice que el factor de forma, f(m,x), disminuye con el aumento del radio del sustrato, de
modo que los sustratos esféricos grandes pueden proporcionar condiciones termodinamicamente mas favorables
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para la nucleacion (es decir, f(m,x) disminuye y reduce la energia del sistema como se muestra en la Ecuacion 7).

Desde una perspectiva energética, un evento de nucleacion heterogéneo idealizado para una muestra liquida en
forma de cubierta de una solucidon sobresaturada en un sustrato esférico o en un sustrato plano proporciona
esencialmente requisitos de radio de agrupacion idénticos. Mas importante aun, la energia libre critica requerida
para la nucleacion se reduce en un sustrato heterogéneo en comparacion con la nucleaciéon homogénea en solucion,
Ecuacion 8:

Ec.8 AGy. = 1/2AG .,

La importancia de la Ecuacién 8 se puede apreciar al reconocer que un requisito de energia mas bajo significa que la
nucleacion en una superficie heterogénea se puede producir a niveles mas bajos de sobresaturacion, y esta
observacién se ha atribuido histéricamente a la presencia de "sustancias extrafias" en la solucién sobresaturada.
Dado el continuo de caracteristicas superficiales entre plano, esférico y convexo, existen oportunidades Utiles para
mejorar los procedimientos de nucleacion y se pueden disefiar una gran cantidad de materiales de sustrato para
acomodar tales caracteristicas, o las combinaciones de las mismas.

Para una gota liquida en una superficie, las fases sodlida, liquida y gaseosa convergen para producir una linea
interfacial trifasica como se muestra en la Figura 4. El angulo de contacto macroscopico, definido como o: en la
Figura 4, proporciona informacién importante relacionada con la humectabilidad del sustrato en contacto con la gota,
y al minimizar la tensién de linea, se puede reducir la barrera energética global a la nucleacion. El tema unificador en
la discusion de la nucleacion en las superficies es el efecto termodinamico favorable que una superficie de sustrato
heterogénea puede tener sobre la coalescencia y el crecimiento agregados en una solucién sobresaturada para dar
un evento de nucleacion.

La cinética de la nucleacion en una superficie se puede describir utilizando una relacién de Arrhenius modificada vy,
teniendo en cuenta las correcciones de tension de linea, cualquier aumento en la tension de linea acelerara la
velocidad de nucleacion en la superficie del sustrato y una disminuciéon similar en la tension de linea reducira la
velocidad global de nucleacion inducida por el sustrato.

La relacion inversa entre el efecto de la tensién de linea sobre la termodinamica de la nucleacion (donde la
disminucion de la tension de linea reduce la energia libre de la nucleacion) y la cinética de nucleacion (donde la
disminucion de la tension de linea disminuye la velocidad de nucleacion) es un punto importante. Esta relacion
generalizada también esta de acuerdo con la regla de Ostwald que establece que el primer cristal obtenido rara vez
es el producto termodinamicamente estable, sino que es el producto cinéticamente favorecido. Como tal, se debe
establecer un equilibrio cuidadoso entre la nucleacion y la termodinamica del crecimiento de los cristales, la cinética
y los requisitos operativos de las actividades de produccion.

La identificacion y el aislamiento del material cristalino termodinamicamente estable es un objetivo comercial
importante de la cristalizacion, y esto es particularmente cierto en los campos alimentario, farmacéutico, cosmético,
agricola, de quimica fina y de bioingenieria, altamente regulados. Para satisfacer estas necesidades, se necesitan
nuevos procedimientos de nucleacion para facilitar la formacion y el aislamiento de las formas cristalinas
termodinamicamente mas estables lo antes posible en el procedimiento de desarrollo. Para este fin, se necesita
cierta comprension de la interdependencia entre la nucleacion y el crecimiento de los cristales.

El crecimiento del cristal comienza inmediatamente después de que un agregado alcance el tamaiio critico necesario
para la nucleacion y la termodinamica de la retencion de solutos se vuelve energéticamente favorable. Numerosas
observaciones han indicado que los aspectos termodinamicos y cinéticos del crecimiento de los cristales se ven
reforzados por las heterogeneidades de la superficie, denominadas colectivamente "rugosidad superficial" en el
sustrato cristalino. Esta observacion se puede racionalizar mecanicamente utilizando el efecto "vecino mas cercano”,
en el que un aumento en las interacciones con especies adyacentes similares produce un efecto termodinamico
favorable. Desde una perspectiva cinética, el aumento de la heterogeneidad superficial reduce las distancias de
difusién superficial entre interacciones favorables y, de ese modo, se pueden observar mayores velocidades de
nucleacioén y de crecimiento cristalino.

Después de que el agregado haya madurado a través de la nucleacion hasta la fase de crecimiento del cristal, las
teorias prevalecientes sugieren cuatro ubicaciones fundamentales, o heterogeneidades superficiales, en las que los
solutos adsorbidos se pueden incorporar a un cristal en crecimiento: terrazas, escalones o caras de escalones,
pliegues y dislocaciones de rosca. Estas cuatro caracteristicas fundamentales se usan en las descripciones del
crecimiento de cristales que se basan en mecanismos convenientes de adicién de solutos, uno a la vez, que se
obtienen al trabajar hacia atras desde la estructura cristalina conocida para llegar a un mecanismo de crecimiento en
solucién. Para complicar ain mas esta descripcion gradual se produce el hecho de que las terrazas, escalones,
pliegues y dislocaciones de rosca son transitorias: a medida que avanza el crecimiento (mediante cualquier
mecanismo), las caracteristicas son dinamicas en estructura y ubicacion y no se deben ver desde una perspectiva
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estatica. Tal sesgo es involuntario, pero no obstante impone restricciones al mecanismo de nucleacion y al
crecimiento cristalino que no necesitan ser limitantes. La expansién de los mecanismos fundamentales para incluir el
crecimiento de nucleos subcriticos y del crecimiento de cristales en si mismo mediante la adicion de agregados de
solutos, asi como el crecimiento de un soluto a la vez, puede crear nuevas opciones para mejorar los procedimientos
de nucleacion y crecimiento de cristales. Las diversas heterogeneidades dinamicas de la superficie descritas aqui
pueden afectar a la energia superficial de un agregado de soluto en crecimiento como se muestra en las Ecuaciones
3, 7y 8, y tales caracteristicas de la superficie son importantes para disefiar nuevos enfoques para la nucleacioén y el
crecimiento cristalino.

La mayoria de las discusiones presentan procedimientos por etapas para el crecimiento cristalino que incluyen la
adsorcién de un soluto sobre una superficie de cristal, la difusion del soluto a lo largo de una terraza y a continuacion
la incorporacion al cristal en crecimiento en un sitio de heterogeneidad (es decir, una cara de un escalén, un pliegue
o una dislocacion de rosca) que aumenta las interacciones vecinas mas cercanas y proporciona un entorno
termodinamicamente favorable. Varios modelos intentan explicar la cinética del crecimiento de los cristales (por
ejemplo, la teoria BCF) utilizando mecanismos conceptualmente directos, pero tales modelos son importantes solo
para los cristales que crecen por deposicion de vapor y, en casos muy raros, para la cristalizacion de soluciones a
muy baja saturacion donde la interfase cristal/solucion es quiescente, y donde las interacciones soluto/disolvente son
minimas. Tales condiciones se encuentran con poca frecuencia en el laboratorio y muy raras veces a escala de
procedimiento, lo que limita la aplicabilidad de dichos modelos.

Se ha desarrollado un mecanismo de difusién mas ampliamente aplicable capaz de acomodar las condiciones de
mezcla habituales de la cristalizacion a escala de laboratorio y de procedimiento. En contacto con la solucion, un
cristal en crecimiento crea un gradiente de concentracion de soluto a medida que el soluto de interés se elimina de la
solucién y se incorpora al cristal (0 agregado antes de la nucleacion). La capa de solucion en contacto con la
superficie del cristal se agota progresivamente del soluto y se crea un gradiente de concentracion con el resto de la
solucién. Esta region se conoce como la "capa limite de concentracion" o mas comunmente la "capa de difusion
superficial". Este gradiente de concentracion y las propiedades fisicoquimicas de la capa de difusidon superficial son
la base del Modelo de capa de difusién, que generalmente es aplicable a los sistemas de cristalizacion a pequefia y
gran escala que implican mezcla.

El Modelo de capa de difusion tiene en cuenta las diferentes alturas de la capa de difusion superficial en condiciones
de mezcla variables, y la difusion de un soluto a granel a través de esta capa de difusion superficial es el paso
limitante de la velocidad en este modelo. Se ha demostrado que la difusion de solutos en la capa de difusién
superficial y la altura de la capa limite afectan a las velocidades de crecimiento cristalino. La capa de difusion
superficial puede verse alternativamente como una capa de solutos agregados que rodean un cristal en crecimiento,
y es esta capa, ya rica en solutos agregados, la que esta involucrada en el procedimiento de reconocimiento.

Dos caracteristicas fisicas importantes derivadas de la cinética del crecimiento cristalino son la distribucion del
tamario de particula y la morfologia del cristal. Debido a que hay un componente de area superficial en la disolucién
de sdlidos, el tamafio y la forma de los materiales cristalinos que se disuelven se controlan cuidadosamente en uso
comercial y son propiedades intensamente reguladas para un API. Por ejemplo, el tamafio y la morfologia de los
cristales son importantes en aplicaciones relacionadas con los alimentos en las que la sensacién en la boca puede
ser una medida de éxito, en cosméticos en las que la sensacion en la piel o las propiedades de exfoliacién son
deseables, y en productos agricolas en los que la disolucién dependiente del tiempo puede ser ventajosa. Dado que
el crecimiento de los cristales depende de la nucleacion, esta bien establecido que el procedimiento de nucleacion y
las condiciones de nucleacidon pueden afectar drasticamente a la distribucion y la morfologia del tamafio de los
cristales: propiedades de la etapa de crecimiento de los cristales que son importantes para el uso final.
Reconociendo la importancia de esta interdependencia, las nuevas técnicas de nucleacion deben tener en cuenta los
cambios en el crecimiento de los cristales que finalmente pueden afectar a las propiedades del uso final.

Cuando la cristalizaciéon se describe como un "procedimiento de reconocimiento molecular", se imponen
restricciones severas a las nuevas técnicas debido a la diversidad quimica de los solutos para los que la
cristalizacion es el procedimiento preferente de separacion, purificacion, recuperacion o cualquier combinacion de
los mismos. La amplia gama de sélidos compuestos por atomos, iones, moléculas pequefias, macromoléculas
biolégicas o sus combinaciones representa un enorme desafio para la utilidad de los nuevos procedimientos de
nucleacion, ya que es probable que no exista un procedimiento de nucleacion Unico que sea universalmente valido a
través de tales especies quimicas diversas. Esta diversidad quimica y la falta general de herramientas adecuadas
para inducir, inhibir o controlar de manera racional la nucleacién explican el predominio de los enfoques actuales
basados empiricamente para el analisis sistematico en forma sdélida que dependen en gran medida de la
experimentacion de ensayo y error, la quimica combinatoria y cada vez mas en la combinacion de procedimientos de
deteccion de alto rendimiento.

Los procedimientos epitaxiales se han promovido durante mucho tiempo como herramientas para la cristalizacion
racional; sin embargo, existen problemas fundamentales subyacentes a los procedimientos epitaxiales que limitan su
utilidad con respecto a las nuevas entidades quimicas. La epitaxia implica un mecanismo de nucleaciéon secundario
que se basa en una superficie cristalina previamente formada para soportar el crecimiento del cristal.
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Desafortunadamente, la estructura de una superficie epitaxial dada puede no ser una coincidencia estructural o
energética apropiada para una nueva entidad quimica y saber qué superficie epitaxial emplear cuando se intenta
cristalizar una nueva entidad quimica es actualmente incognoscible. Tales desajustes estructurales y energéticos
podrian suprimir por completo la cristalizacién, o podrian conducir al aislamiento de un producto controlado
cinéticamente en lugar del cristal preferido termodinamicamente estable.

En términos energéticos, las superficies epitaxiales presentan a una solucion sobresaturada una cara de cristal que
tiene una energia superficial estrechamente definida, y ese régimen energético puede no ser una combinacion
adecuada para facilitar la cristalizacion a partir de la solucién. En teoria, la superficie epitaxial esta destinada a servir
como factor de reconocimiento y ensamblaje para el sistema objetivo, pero el comportamiento desconocido de la
solucién y la estructura desconocida de estado sdélido de una nueva entidad quimica se combinan para hacer
imposible seleccionar una superficie epitaxial adecuada a priori. Esta limitacion fundamental combinada con la
diversidad en los comportamientos quimicos para los que la cristalizacion es importante limita severamente la
utilidad de los procedimientos epitaxiales en las actividades de descubrimiento quimico.

Teniendo en cuenta los desafios impuestos por la diversidad de sustancias quimicas de las especies que se
cristalizan, la presente invencion facilita la coalescencia de solutos y agregados de solutos para mejorar la
nucleaciéon utilizando superficies que pueden presentar un conjunto comparativamente diverso de energias
superficiales. Esta estrategia deja los procedimientos de reconocimiento y ensamblaje de importancia critica para los
solutos respectivos y sus agregados, en lugar de tratar de sustituir el reconocimiento y el ensamblaje con una red
cristalina preexistente como es el objetivo de la epitaxia y sus derivados. El enfoque de la presente invencion esta en
consonancia con las observaciones de que el reconocimiento se produce en la superficie del agregado de soluto
antes de la nucleacion y en la capa de difusion de la superficie del soluto agregado del Modelo de capa de difusion
de un cristal en crecimiento. En lugar de pasar por alto el procedimiento de reconocimiento y ensamblaje de una
nueva entidad quimica y forzarla a un régimen estrictamente energético descrito por una red cristalina epitaxial
existente, la presente invencién utiliza una superficie amorfa con caracteristicas superficiales modificadas de forma
adecuada para presentar un espectro de energia a solutos y agregados de soluto en una soluciéon sobresaturada
para facilitar la fusion, el crecimiento y la nucleacién de los agregados. Se logra una amplia utilidad no al superar los
procedimientos de reconocimiento importantes para la nucleacion y el crecimiento cristalino, sino al dejar estos
procedimientos a los solutos y sus agregados, y al hacerlo, se mejora la probabilidad general de aislar las formas
cristalinas termodinamicamente estables de las nuevas entidades quimicas.

El emparejamiento de la energia superficial del soluto y los agregados de soluto en una interfase con un sustrato
heterogéneo presenta los mejores medios para mejorar los procedimientos de nucleacion mientras se mantiene la
utilidad en diversas especies quimicas.

La cristalizacién es importante en numerosas actividades comerciales, que abarcan desde la investigacion y el
desarrollo hasta la produccién en las industrias alimentaria, cosmética farmacéutica, agricola, de quimica fina y de
bioingenieria. Como procedimiento, la cristalizacion se valora por su fiabilidad en términos de produccion escalable y
comportamiento consistente del producto de uso final, y de estos factores proviene una rentabilidad predecible. La
variacion de la forma sodlida en todas sus formas (Figura 1), y en particular el polimorfismo, presenta desafios
importantes para la investigacion y el desarrollo y las cristalizaciones a escala de procedimiento, y la consiguiente
falta de previsibilidad introducida por la variacion de la forma sélida puede tener consecuencias muy costosas como
lo demuestra el problema del polimorfismo farmacéutico del Ritonavir de Abbott. Las consecuencias de la variacion
de la forma sdlida y la nucleacion primaria heterogénea inducida por contaminantes reducen la previsibilidad de un
procedimiento de cristalizacion y posteriormente pueden reducir o eliminar las ventajas tecnolégicas y comerciales.
De las dos etapas de cristalizacion, la nucleacion representa la mejor oportunidad para influir de forma racional en
los resultados, ya que los agregados de solutos fluxionales pueden estar racionalmente predispuestos a la
nucleacion utilizando sustratos heterogéneos amorfos con modificaciones de energia superficial sometidas a
ingenieria que no afectan negativamente a los procedimientos de reconocimiento y ensamblaje que son vitales para
la nucleacion y el crecimiento cristalino.

Como se discute en el presente documento, una reduccion en la energia libre de nucleaciéon en una superficie
heterogénea es ventajosa en comparacion con la nucleacion homogénea. El uso de una superficie heterogénea
brinda una oportunidad para el disefio racional de nuevos sistemas de nucleacién y para el control racional de la
nucleacion y el posterior paso del crecimiento cristalino. Se pueden imaginar superficies heterogéneas sometidas a
ingenieria con diversas caracteristicas que impartan diferentes energias superficiales.

Las teorias contemporaneas y los intentos de disefio de cristales se basan con frecuencia en procedimientos
epitaxiales que se basan en el uso de una plantilla cristalina para imponer el orden de los solutos objetivo en la
interfase con la solucion sobresaturada. En la teoria y en la practica, la plantilla epitaxial puede estar o no estar
quimicamente relacionada con el soluto objetivo. En términos de mecanismos de nucleacion, las estrategias actuales
para el disefio de cristales se basan en la nucleacion secundaria donde se usa una plantilla cristalina quimicamente
relacionada como una superficie sobre la que se adsorben los solutos individuales y se ensamblan bajo la influencia
energética de la red cristalina subyacente. Tales procedimientos se han demostrado para sistemas seleccionados en
el laboratorio y ven uso comercial en la fabricacion de productos electrénicos, en los que la cristalizacion en fase de
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vapor es una practica comun. El amplio uso de dicho crecimiento de estilo epitaxial para la cristalizaciéon a partir de la
solucién continda representando numerosos desafios, y se han discutido en el presente documento las limitaciones
de la nucleaciéon secundaria que se aplican a la investigacion de la fase de descubrimiento que involucra nuevas
entidades quimicas.

Para que sea util, una plantilla epitaxial debe presentar una superficie energéticamente favorable al soluto y los
agregados respectivos de manera que haya una coincidencia estrecha entre la energia reticular de la plantilla
epitaxial y la energia superficial de los solutos agregados. Mas especificamente, debe haber una coincidencia
estrecha entre la energia de union, Eay, de la superficie epitaxial y la energia superficial del agregado de soluto
objetivo, como se define en la Ecuacion 9:

Ec.9 Euu= Ea+ Eax

donde:

Eiatt = energia reticular del cristal
Es = energia de corte para el ensamblaje de un corte o fragmento del cristal
Eawt = energia de union liberada cuando un corte se une al cristal en crecimiento.

Para una forma cristalina dada de un soluto arbitrario, Ea €s una constante y Eg es caracteristica de la agregacion
de dicho soluto para formar un "corte" (es decir, una superficie de agregado) en una solucién dada bajo un conjunto
dado de condiciones. De ese modo, la Ecuacion 9 indica que la energia de unién para un soluto arbitrario, Ea, €s un
valor estrechamente definido y que una plantilla epitaxial debe tener una energia casi equivalente a E,x para exhibir
una ventaja energética. Esta ventana de energia estrecha se ve respaldada por la discusion anterior de la nucleacion
primaria heterogénea en la que una superficie contaminante se debe parecer mucho en tamafio y estructura al soluto
objetivo con una disparidad de no mas de un 15 % para que haya una ventaja energética en el procedimiento de
nucleacion. Para la mayoria de los proyectos de investigacion y desarrollo que implican nuevas entidades quimicas,
la energia reticular no se conoce empiricamente, y las energias de corte y unién también se desconocen; de ese
modo, las capacidades predictivas para identificar plantillas de superficie epitaxial adecuadas siguen siendo
limitadas.

Se han discutido numerosas razones para la falta de una amplia aplicacion de los procedimientos epitaxiales, pero
un obstaculo fundamental es el desajuste energético entre la superficie de la plantilla epitaxial cristalina y la Ea de la
superficie del agregado de soluto objetivo. La red cristalina presentada por una plantilla epitaxial esta ajustada
energéticamente para una clase de compuestos de forma tan estrecha que su utilidad se ve reducida en la misma
medida. De ese modo, se necesitan nuevos procedimientos que se puedan ajustar a medida mas ampliamente a la
E.t de diversas clases de especies quimicas, incluyendo, entre otras, atomos, iones y moléculas de uso en la
industria alimentaria, farmacéutica, cosmética, agricola, de quimica fina y de bioingenieria.

La presente invencion utiliza sustratos heterogéneos amorfos modificados de forma racional con sitios de nucleacion
superficiales que varian con respecto a la densidad del sitio de nucleacién, orientacién espacial, forma, tamano,
altura y las combinaciones de los mismos, para mejorar la termodinamica, cinética, pureza, morfologia, distribucion
del tamario de los cristales, facilidad de procesamiento o economia de los procedimientos de cristalizacion a partir de
soluciones. Al centrarse en las propiedades energéticas superficiales de los solutos y sus agregados en una solucion
sobresaturada y con un ajuste juicioso del espectro de energia superficial mediante la eleccion de materiales de
sustrato amorfos, las configuraciones del sitio de nucleacion y los procedimientos de fabricacion, la presente
invencion es ampliamente aplicable a una amplia gama de solutos que se podrian encontrar en usos alimentarios,
farmacéuticos, cosmeéticos, agricolas, de quimica fina y de bioingenieria. El caracter amorfo, la resistencia a la
disolucion, la durabilidad y la naturaleza comercial de las superficies de sustrato amorfos preferidas superan los
desafios que enfrentan los procedimientos de nucleacién secundaria basados en epitaxia en la cristalizacion de
soluciones. Ademas, se puede introducir cierto grado de variacion espacial en la matriz de sitios de nucleacién del
sustrato heterogéneo amorfo, de un modo tal que la energia de la superficie pueda acomodar los factores
energéticos de un sistema quimico dado en lugar de forzar un motivo estructural y energético rigido preexistente (es
decir, una red cristalina) en un sistema de comportamiento conocido o desconocido. Este enfoque racional para
mejorar la termodinamica y la cinética de la nucleacién que usan superficies de energia ajustadas a medida que
comprenden sustratos amorfos y la utilidad resultante en la predisposicion de agregados de solutos a la nucleacién y
el crecimiento de cristales es un enfoque novedoso para mejorar la cristalizacion y las propiedades asociadas, que
incluyen, entre otras, morfologia, distribucion de tamafo cristalino, facilidad de procesamiento, manejo y economia
de procedimiento.

Los materiales amorfos modificados de forma adecuada son prometedores como sustratos de nucleacién por
numerosas razones que incluyen factores energéticos, quimicos, de produccion y econdmicos. La importancia de la
energia superficial ya se ha discutido en el presente documento, al igual que las limitaciones de los procedimientos
de nucleacion epitaxiales y otros procedimientos de nucleacién secundaria que se basan en la unién a la superficie y
valores estrechamente definidos de E.i. Los materiales amorfos, por definicion, carecen de un orden de largo
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alcance y, de ese modo, no tienen energias de union definidas estrechamente; por lo tanto, los materiales amorfos
no imponen un régimen energético estrecho a una nueva entidad quimica que puede estar buscando un estado
diferente de menor energia durante los procedimientos de nucleacion, crecimiento cristalina o cambio de fase. Al
usar sustratos amorfos modificados para presentar un espectro de energia (disefiado de forma adecuada para
intervalos estrechos o amplios), se permite que el valor de Ea varie con la nueva entidad quimica, mejorando de ese
modo la probabilidad de lograr una coincidencia para Eat que sea representativa de la forma cristalina
termodinamicamente favorable para la nueva entidad quimica.

Los materiales amorfos se adaptan muy bien a las modificaciones superficiales para alterar y mejorar una diversidad
de caracteristicas fisicas, incluyendo la humectabilidad y los angulos de contacto con la superficie. La
humectabilidad y el angulo de contacto estan relacionados de forma mas precisa con la energia superficial, y se ha
demostrado que la termodinamica y la cinética del procedimiento de nucleacién dependen de las interacciones de la
energia superficial.

El examen de las distribuciones de entalpia y las funciones de probabilidad para varios sélidos muestra que las
superficies amorfas (silicio en este caso) tienen mayores probabilidades de nucleacién, como se muestra
graficamente en la Figura 5. El lado izquierdo de la Figura 5 muestra picos sombreados estrechos que representan
las funciones de probabilidad de nucleacion para las caracteristicas de curvatura y crecimiento en terraza de soélidos
cristalinos. Estos picos representan graficamente el intervalo estrecho de valores de energia para Ea: para una
superficie cristalina, y es este espectro de energia estrecho el que limita la utilidad general de los procedimientos de
nucleacion secundaria, que incluyen técnicas de tipo epitaxial. A la derecha de la Figura 5, los materiales amorfos
exhiben perfiles de probabilidad de nucleacion mas amplios, y el intervalo de energia mas amplio representado por
la regidon sombreada cubre un area mas grande del perfil de entalpia y, de ese modo, las superficies amorfas
proporcionan una mayor probabilidad de iniciar eventos de nucleacién. La manipulacion racional de las
caracteristicas superficiales de los materiales amorfos para crear un espectro de energia de superficie
adecuadamente amplio para mejorar la probabilidad de coalescencia de solutos y agregados en una solucidon
sobresaturada para mejorar la termodinamica, cinética o ambas, es un aspecto importante de la presente invencion.

Los sustratos amorfos se adaptan bien a la modificacion de la energia superficial y pueden verse afectadas
propiedades fisicas importantes. Una caracteristica superficial importante para las interacciones interfaciales entre la
solucién sobresaturada y el sustrato es la humectabilidad superficial. El papel de la humectabilidad en la nucleacion
no se entiende bien, ya que algunas especies quimicas pueden interactuar fuertemente con un sustrato como parte
del procedimiento de nucleacién, mientras que otras pueden exhibir un comportamiento itinerante. La naturaleza
dinamica de los procedimientos de agregacion, reconocimiento, ensamblaje, nucleacion y crecimiento de cristales
aun no se ha reflejado completamente en las descripciones mecanicistas de los procedimientos subyacentes, en los
que una interaccion débil y de corta duracion puede ser adecuada para superar la barrera energética superficial del
estado metaestable para inducir la nucleacion y aliviar la condicion sobresaturada.

Extendiéndose mas alla de la humectabilidad superficial, la tension de la linea trifasica (Figura 4) también se puede
alterar ajustando la energia superficial de un material amorfo. El papel de la tension de linea en la nucleacion aun no
es util como capacidad predictiva e intentar optimizar las condiciones de cristalizacion utilizando solo las tensiones
de linea sigue representando un desafio en el momento de la escritura.

Se pueden introducir varias caracteristicas superficiales en un sustrato amorfo para alterar la energia superficial, y
estas incluyen:

1 Densidad del sitio de nucleacion

2 Orientacion espacial del sitio de nucleacion
3 Tamaiio del sitio de nucleacion

4 Forma de tamario de nucleacion

5 Canales

6 Superficies concavas

7 Superficies convexas.

Se pueden imaginar otras heterogeneidades superficiales diversas de utilidad para mejorar la nucleacion por parte
de los expertos en la materia.

La densidad superficial de los sitios de nucleacion es una modificacién superficial importante y controlada
convenientemente, ya que el espaciado bidimensional uniforme de los sitios de nucleacion en un sustrato
heterogéneo amorfo puede alterar de forma drastica las interacciones superficiales con la solucioén, el soluto y los
agregados de soluto. Basandose en las teorias de crecimiento de cristales, se ha sugerido que una superficie mas
heterogénea también puede ser beneficiosa en los procedimientos de nucleacion. En el otro extremo, una reduccion
drastica de la densidad del sitio de nucleacién posicionaria los sitios de nucleacion de manera tan remota que se
minimizarian las interacciones con los agregados adyacentes y los solutos adsorbidos. En este extremo, se veria
disminuida la ventaja termodinamica derivada de la proximidad de los solutos y agregados de solutos.
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En el continuo de densidades del sitio de nucleacion entre los extremos muy alto y muy bajo, hay densidades que
pueden acomodar diversas energias del sistema que derivan de la quimica de solutos, las caracteristicas de
agregacion de solutos, las propiedades fisicoquimicas de la solucion supersaturada contemplada, la Ea del soluto
objetivo, y similares. Al variar de forma adecuada la energia superficial de los materiales amorfos mediante el uso de
la variacion del motivo de la superficie, se puede lograr una nucleacion heterogénea mejorada.

Numerosos medios permiten la modificacion de la superficie de materiales amorfos para facilitar la nucleacion
primaria heterogénea, y estos incluyen los procedimientos manuales, mecanicos o quimicos convencionales de
grabado y grabado al aguafuerte, incluyendo laser, plasma y otros procedimientos de deposicidon de energia. Se
usan diversos procedimientos litograficos, de estampado, de marcado y de impresion aditiva para la deposicion de
motivos, y también seran de utilidad muchas técnicas de modificacion superficial derivadas de la nanotecnologia,
como reconoceran los expertos en la materia.

De forma mas especifica, la presente invencion contempla interacciones disefiadas de forma racional entre sustratos
amorfos modificados de forma adecuada con agregados de soluto en una soluciéon sobresaturada para promover la
nucleacién primaria heterogénea. Al reconocer los beneficios de la heterogeneidad de la superficie en la nucleacion
y el crecimiento de cristales (por ejemplo, los mecanismos de crecimiento en escalon, pliegue, y giro), se puede usar
un sustrato amorfo que presente energias superficiales disefiadas de forma adecuada para influir en los
procedimientos de nucleacién. Debido a que la reproducibilidad es un aspecto importante de las actividades de
investigacion, desarrollo y produccion, las superficies amorfas que se contemplan en el presente documento se
pueden modificar de manera consistente utilizando procedimientos de fabricaciéon controlados numéricamente por
computadora. De esta manera, se puede fabricar de forma consistente una modificacion adecuada que proporcione
un intervalo especifico de energias superficiales para proporcionar beneficios reproducibles a un sistema de
cristalizacion de interés. Las caracteristicas que proporcionan un intervalo especifico de energias superficiales para
un sustrato heterogéneo pueden comprender matrices de crestas, canales, escalones, pliegues, terrazas y similares,
o cualquier combinacion de los mismos, capaces de mejorar la fusidon y el crecimiento de solutos y agregados de
soluto de diferentes caracteristicas quimicas y propiedades fisicas, incluyendo diferentes tamafios o formas. La
variabilidad de tamario y forma que ofrecen las matrices para la modificacion de la energia superficial de la presente
invencion es otra caracteristica clave de diferenciacion, ya que el estado actual de la técnica se basa principalmente
en procedimientos de inspiracién epitaxial con plantillas rigidas y energias reticulares estrechamente definidas (Eat).
Al crear un medio para mejorar la agregacion de solutos y predisponer estos agregados de solutos a la coalescencia
secundaria (es decir, la agregacion de agregados) para facilitar el crecimiento hasta el tamafio critico necesario para
la nucleacion, la presente invencion se puede usar para efectuar de forma racional mejoras en la termodinamica de
nucleaciéon, cinética de nucleacion, termodinamica de crecimiento cristalino, cinética de crecimiento cristalino,
morfologia cristalina, distribucion del tamario de cristal, facilidad de procesamiento, aislamiento de formas cristalinas
termodinamicamente favorables, y similares.

La capacidad de crear de manera conveniente, rentable y reproducible sustratos amorfos heterogéneos con
diferentes energias superficiales utilizando medios quimicos, espectroscoépicos, de radiacion, térmicos o litograficos,
o mediante fusiéon, estampado, marcado, impresion aditiva u otros procedimientos de fabricacién puestos en practica
por los expertos en la materia, es una ventaja importante que respalda la amplia utilidad de la presente invencion. La
amplia variacion en la funcionalizacién superficial y, por lo tanto, en las energias superficiales, proporciona un medio
para ajustar a medida la energia de la superficie del sustrato para que coincida de forma adecuada con la energia
preferida por un soluto dado en una solucién sobresaturada. Al proporcionar una superficie de sustrato con un
intervalo de energia ventajoso, hay una mayor probabilidad de obtener una coincidencia entre la energia de unién
del soluto (Eat) y la energia superficial de la superficie del sustrato. Es este intervalo de energias, o ventana
energética, el que expande la utilidad de la presente invencion mucho mas alld de la energia y la utilidad
estrechamente definidas de los procedimientos de nucleacidon secundaria, incluyendo el caso especifico de la
epitaxia en fase liquida.

Ademas de la variacion espacial de los sitios de nucleacion, ya estén presentes en forma de crestas, canales o
similares, como se puede contemplar, cierto grado de variacion de orientacion permitira el alojamiento de agregados
de diferente tamafo, forma o identidad quimica. Esta variabilidad posicional afecta a la energia superficial de un
sustrato amorfo dado y proporciona otro medio para acomodar la energia del soluto y del sistema sin imponer un
régimen energético estrecho definido por una red cristalina preexistente.

Se anticipa que las caracteristicas de la superficie del sustrato heterogéneo pueden contener bordes y
caracteristicas comparativamente definidos (por ejemplo, almenas) como se podrian encontrar en una superficie
cristalina en crecimiento que tiene angulos y morfologia reticulares definidos, o bordes redondeados (por ejemplo,
depresiones) que podrian ser mas acomodativos de agregados en una solucion, o las combinaciones de los mismos,
que podrian ser ventajosos para un sistema dado. En cualquier caso, es el efecto neto de una modificacion de la
energia superficial y el impacto de este cambio de energia en el procedimiento de nucleacién el que es un aspecto
importante de la presente invencion.

La presente invencion emplea un sustrato como soporte fisico rentable que es resistente a la disolucién durante su
uso. Algunos sustratos adecuados incluyen, pero no se limitan a, polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno,
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poliacrilato, poliacrilamida, poliestireno, divinilbenceno, vinilbenceno, los copolimeros de los materiales mencionados
anteriormente, vidrio y otros materiales amorfos que pueden utilizar los expertos en la materia. Esta lista incluye, y
se selecciona entre, materiales que generalmente son resistentes a la reaccidon quimica en las soluciones
tradicionales de laboratorio y de escala de produccién a partir de las que se puede llevar a cabo la cristalizacion.
Estos materiales se pueden emplear como una masa, como capas superficiales adheridas a otra superficie, y en
otras combinaciones que puedan ser ventajosas para afectar de forma positiva a la nucleacién, el crecimiento
cristalino, o ambos.

La invencion sujeto se puede utilizar en cualquiera de los siguientes formatos, y estos se presentan a modo de
ejemplo. Los sustratos heterogéneos amorfos se pueden usar en forma de un recipiente de contencion, en forma de
una superficie en contacto con una solucién que esta o se vuelve sobresaturada, mediante un moédulo adherido o
incorporado a una pared del recipiente, o en forma de un médulo suspendido o que flota libremente debajo, en o en
contacto intermitente con una interfase soélida, liquida o gaseosa de una solucion. De forma mas especifica, la
interfase mencionada anteriormente con una solucién puede incluir cualquiera de los siguientes, solas o en
combinacién: una interfase aire/liquido, una interfase gas/liquido, una interfase solido/liquido y oftra interfase
liquido/liquido. El sustrato heterogéneo amorfo se puede seleccionar entre una clase de polimeros organicos,
copolimeros o materiales inorganicos amorfos que por lo general son quimicamente resistentes a la disolucion o
pasivacion por una solucién sobresaturada contemplada de un modo tal que se minimicen los equilibrios de
disolucion y los contaminantes que puedan interferir con los procedimientos de nucleacion y crecimiento cristalino.
Los sustratos heterogéneos amorfos representan por lo general materiales basicos facilmente disponibles a bajo
coste y tienen propiedades de durabilidad, flexibilidad y resistencia a la disolucion. Como material amorfo, se elimina
la probabilidad de que las fuerzas de cizalladura del sistema provoquen una fractura del sustrato que conduzca a un
cambio de un procedimiento de nucleacion primaria heterogénea a uno de nucleacién secundaria, ya que los
materiales del sustrato en contacto con la soluciéon no son cristalinos. Estas caracteristicas superan muchas de las
desventajas encontradas por el crecimiento de estilo epitaxial a partir de soluciones y otros sistemas en los que
estan implicados mecanismos de nucleacion secundarios.

También se pueden seleccionar materiales particularmente preferentes entre la clase de materiales amorfos que son
térmicamente estables con respecto a los cambios de temperatura. Dados los efectos bien establecidos de la
temperatura en S (Ecuacion 1), como se describe en el presente documento, es ventajoso usar simultaneamente las
superficies de nucleacion modificadas de la presente invencién con un medio para disminuir, elevar o
alternativamente ciclar la temperatura de un sistema para el que se desea la nucleacion y el crecimiento cristalino. El
efecto neto de la modulacion de la temperatura podria ser un cambio masivo a la temperatura de la solucién, o
podria ser una perturbacion térmica en un microdominio de la solucién. Dado que la sobresaturacién es una
condicion de no equilibrio y los efectos de los cambios de temperatura del microdominio en la nucleacion y el
crecimiento de los cristales no se comprenden completamente, una perturbacién térmica menor en proximidad a una
superficie de nucleacion modificada contemplada puede producir un valor de S y un régimen energético que supere
de forma adecuada la barrera de activacion de la nucleacién para un sistema de soluto dado. Los procedimientos
para cambiar la temperatura de un sistema, ya sea en el dominio macroscépico o microscépico, se conocen bien en
la técnica, e incluyen, entre otros, recipientes con camisa de fluido, elementos calefactores, dedos frios, refrigerantes
en recirculacion, fluidos calientes en recirculacion, dispositivos termoeléctricos, soélidos y liquidos criogénicos, y
similares, como se pueden contemplar.

Se pueden obtener materiales de sustrato amorfo adicionales particularmente preferentes a partir de la clase de
polimeros o materiales inorganicos amorfos biocompatibles, y tales materiales son importantes en aplicaciones de
bioingenieria. Por ejemplo, la hidroxiapatita es el componente principal de los huesos y los dientes y se formula
como Caqo(PO4)6OH),. El procedimiento por el que la hidroxiapatita se deposita en los sistemas bioldgicos se
denomina biomineralizacion, y el mecanismo implica la nucleacion heterogénea y el posterior crecimiento cristalino
de la hidroxiapatita en superficies bioldgicas energéticamente favorables. El procedimiento de fijacion e integracion
del implante en los tejidos circundantes se conoce como osteointegracion, y es esencial para estimular tanto la
funciéon como la longevidad del implante. La incorporacion (por ejemplo, a través de revestimiento u otras técnicas)
de hidroxiapatita a la superficie de los materiales de implante disefiados puede ser beneficiosa para el procedimiento
de osteointegracion. Desafortunadamente, los intentos ex vivo en la nucleacion vy cristalizacion de hidroxiapatita
usando condiciones in vivo (es decir, condiciones acuosas, presion atmosférica y temperatura fisioldgica) dan como
resultado cristales de tamafio nanométrico que son aproximadamente de 10 a 100 veces mas pequefios que los de
tamafio micrométrico que se obtienen en una biomineralizacién. Los cristales obtenidos ex vivo son de un tamafo
tan pequefio que no logran impartir los atributos beneficiosos de los cristales de hidroxiapatita mas grandes
producidos in vivo a través de la biomineralizacién nativa. En vista de esta necesidad, las superficies modificadas de
la presente invencion son utiles en tales aplicaciones de bioingenieria dado que las superficies de nucleacion de la
presente invencién son Utiles para estimular el crecimiento de cristales de hidroxiapatita del tamafio apropiado.

Una ventaja importante de la modificacion superficial de materiales amorfos para mejorar la nucleaciéon heterogénea
es que la probabilidad de formacién de un agregado de tamafio apropiado para la nucleacién mejora mediante el uso
de un espectro de energia superficial comparativamente amplio en lugar del uso del espectro de energia cristalina
caracteristicamente estrecho de sustratos cristalinos, tal como se muestra en la Figura 5. El enfoque de la presente
invencion también deja intactos los procedimientos de reconocimiento quimico y ensamblaje importantes para la
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formacion de agregados, el crecimiento de agregados, la nucleacion y el crecimiento cristalino, en lugar de superar
los procedimientos de reconocimiento y ensamblaje relacionados con la plantilla energética rigida de un sustrato
cristalino que puede no ser una coincidencia termodinamica adecuada para el soluto objetivo.

Optimizando estratégicamente la energia superficial, el motivo y la densidad de los sitios de nucleacién, se ha
demostrado en la presente invencion que se pueden reducir los efectos de la nucleacién primaria heterogénea
relacionada con contaminantes. La amplitud de los procedimientos y las instalaciones implicados en los modernos
procedimientos de cristalizacion significa que las impurezas quimicas y los contaminantes formados por particulas
no se pueden eliminar por completo. La presente invencion busca reducir estadisticamente la probabilidad y el
impacto de estas infracciones de contaminantes optimizando la densidad del sitio de nucleacién de una superficie
heterogénea amorfa para un sistema de cristalizacién dado. Mas generalmente, el predominio de la nucleacion
primaria heterogénea relacionada con contaminantes en las superficies de particulas de polvo y similares es
atribuible a la barrera energética reducida a la nucleacion presentada por la superficie contaminante. Tal nucleacion
inducida por contaminantes carece del comportamiento predecible que necesita una nueva herramienta tecnologica,
y el uso de superficies amorfas modificadas con un espectro de energia de superficie ajustado a medida presenta un
enfoque mas predecible. Al reducir la barrera de activacion para la nucleacién de manera controlada utilizando sitios
de nucleacion modificados por ingenieria presentes en numeros que exceden al contaminante, se minimiza la
probabilidad de nucleacion inducida por contaminantes. Tal enfoque tendria un efecto favorable en la calidad,
previsibilidad y economia del procedimiento.

Ejemplos
Los presentes ejemplos se proporcionan unicamente con fines ilustrativos.

La expresion "modificacion superficial" que se usa en el presente documento se define para incluir cualquier cambio
en el sustrato tal como mediante medios fisicos, quimicos u otros que puedan introducir una caracteristica o
caracteristicas topograficas que den como resultado una perturbaciéon de la energia superficial del sustrato cuando
esta en contacto con una solucién. Se realizaron modificaciones superficiales en portaobjetos de microscopio de
vidrio de cal sodada (portaobjetos de microscopio de Karter Scientific N/P 206A2, 1,0 + 0,2 mm de espesor,
limpiados previamente) con un sistema laser de CO, Trotec Speedy 300. Se prepararon plantillas de modificacion
superficial a modo de ejemplo usando el software CorelDraw X6 (Corel, Inc.) usando un ancho de linea de 0,35
puntos (25,4 mm / 72 puntos x 0,35 puntos = 120 mm). La configuracién del laser empled una resolucion de 1000
puntos por pulgada (ppp) y una velocidad del cabezal del laser de un 30 %.

Los motivos a modo de ejemplo para la modificacion superficial se muestran en la Figura 6, y estos ejemplos estan
destinados Unicamente a fines ilustrativos. Las superficies de Si amorfo con las modificaciones que se muestran en
la Figura 6 se usaron en los ejemplos que se describen en el presente documento. Se fabricaron tres patrones de
rejilla cuadrada con mesetas de 2,0 mm, 1,0 mm y 0,5 mm, al igual que una superficie que contenia una serie de
circulos concéntricos. Los motivos etiquetados como Rejilla de 0,5 mm y Circulos de 0,5 mm se sometieron a
ingenieria para tener relaciones de contacto comparables con una gota: de forma especifica, la relaciéon de contacto
de area superficial de un pico con respecto a un valle se dirigi6 de forma arbitraria a una relacion de
aproximadamente 5,7. Esto se defini6 mediante la cuadricula, y a continuacién se consiguié para los circulos
concéntricos por asignacion de un ancho de linea idéntico y a continuacion reduccion del diametro exterior del
circulo inicial de 20 mm en aproximadamente un 8,75 % para cada circulo mas pequefo. De esta manera, se podria
obtener una comparacion directa entre los efectos de una rejilla almenada y las superficies circulares almenadas en
una gota sésil, ya que las proporciones de area superficial meseta/valle son comparables a aproximadamente 5,7.

Ejemplo 1: Mediciones del angulo de contacto

Se utilizaron mediciones de angulo de contacto (Lamour, G. and Hamraoui, A., Contact Angle Measurements Using
a Simplified Experimental Setup. J. Chem. Educ. 2010, 87(12), 1403-1407) para evaluar los tratamientos
superficiales en muchos campos, incluidos quimica superficial y biomateriales. Una comprension de las propiedades
macroscopicas de la energia superficial y la humectabilidad es util para las superficies de nucleacion modificadas y
no modificadas que se utilizaran para la nucleacion y el crecimiento cristalino. Los presentes inventores empleamos
la técnica de caida sésil para la mediciéon de angulos de contacto, que se acepta generalmente como se describe en
la bibliografia.

Una gota de liquido puro en una superficie sélida plana experimenta fuerzas adhesivas que acttan entre el liquido y
la superficie sélida que favorecen la dispersion, mientras que las fuerzas cohesivas dentro del liquido contrarrestan
esta dispersion. Un sustrato con una energia superficial que es mas alta que la tension superficial de una gota de
liquido sufrira una humectacion completa de modo que dominen las interacciones entre el liquido y el sustrato, lo que
da como resultado un angulo de contacto de 0°. Si el sustrato tiene una energia superficial intermedia inferior a la
tension superficial del liquido, el liquido humedecera el sustrato y el angulo de contacto estara en el intervalo de 0° <
0 < 90°. Si el sustrato tiene una energia superficial que es sustancialmente menor que la de la tension superficial de
una gota de liquido, se dice que la superficie no se humedece (o se humedece poco), lo que da como resultado
angulos de contacto para el agua que exceden los 90°.
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Los experimentos de angulo de contacto que se describen a continuaciéon se dirigen a una comprension de los
angulos de contacto comparativos entre las superficies de sustrato modificadas y no modificadas. Debido a que las
caracteristicas de la superficie modificada son mas grandes que las gotas sésiles que se utilizan en estas
mediciones, se puede esperar un angulo de contacto dinamico sin equilibrio debido a la caida de la gota sobre la
superficie del sustrato. El protocolo experimental para la medicion de angulos de contacto para gotas sésiles se ha
descrito en la bibliografia. El resumen, se colocan portaobjetos con disefio topografico y sin disefio en un bloque de
aluminio nivelado dentro de una camara de luz fotografica. A continuacion se coloc6 una gota de 20 ml de H;O de
una jeringa estanca a gases de 25 ml (Hamilton Modelo n.° 1702) directamente en el centro de cada una de las
superficies modificadas o no modificadas (la ultima denominada en lo sucesivo control de superficie) que se
muestran en la Figura 6, seguido de la adquisicion de imagenes a través de una fotografia digital. Las mediciones
Del Angulo de contacto se llevaron a cabo a temperatura ambiente (= 20 °C). Para facilitar un contraste de imagen
adecuado, la gota se llumind con una luz de fondo usando una lampara halégena de 50 W que brill6 a través de un
difusor de papel alojado dentro de la camara de luz fotografica. Los datos de la imagen fotografica se recopilaron
cada 15 minutos en el transcurso de 1 hora a través de una camara monocular dedicada en un microscopio
Amscope 3,5-90x Trinocular Zoom Stereo que utiliza una camara digital Canon EOS Rebel T2i de 18 megapixeles
equipada con un adaptador de camara Fotodiox D-SLR (2x aumentos). El microscopio y la camara se colocaron a
90° de incidencia con respecto a la interfase de la superficie del sustrato con la gota sésil con la ayuda de un soporte
telescopico 3D. El campo de vision se ajustdé mediante aumento con el fin de lograr un tamafio de imagen adecuado
para el procesamiento y fue aproximadamente de 4x a través de la lente de la camara. Las imagenes fotograficas
resultantes se analizaron a continuacion con el software Imaged (Version 1.46, National Institutes of Health)
utilizando el complemento de médulo de software de angulo de contacto para determinar el angulo de contacto para
cada gota sésil. El ajuste de la curva del angulo de contacto empled selecciéon manual de puntos junto con la funcién
de "mejor ajuste" de curva elipsoide del software.

Como se muestra en la Tabla 1, las cuatro superficies modificadas muestran disminuciones constantes en el angulo
de contacto para las gotas sésiles de H>O en funcion del tiempo. A diferencia de las superficies modificadas de los
portaobjetos, los angulos de contacto para las gotas depositadas en el control de superficie exhibieron solo una
ligera disminucion en El Angulo de contacto (= 6°) en de los primeros 15 minutos de medicion, después de lo cual los
angulos de contacto permanecieron esencialmente sin cambios para 6 = 15°. Se observé una humectacion completa
(es decir, 0, = 0°) para las modificaciones de la rejilla de 0,5 mm y 1,0 mm, lo que significa que las energias
superficiales de estas modificaciones exceden la tension superficial de la propia H.O, que es 72,8 mN/metro. Por
inferencia, la superficie de la rejilla de 2,0 mm con un angulo de contacto de 3,6° a 1 h tiene una energia superficial
solo ligeramente inferior a la del agua, mientras que el motivo circular tiene la energia superficial mas baja de las
cuatro superficies modificadas y se puede estimar a partir de los angulos de contacto a aproximadamente un 50 %
de los del control de superficie.

TABLA 1. Mediciones de angulo de contacto dinamico en superficies de sustrato modificadas y no

modificadas a 20 °C.
Modificacién superficial Rejilla de Rejilla de Rejilla de Circulos conc. de Control de
p 0,5 mm 1,0 mm 2,0 mm 0,5 mm superficie
. Angulo de Angulo de Angulo de Angulo de Angulo de
Tiempo (h)
contacto contacto contacto contacto contacto
0,00 32,6 22,5 25,7 30,0 20,8
0,25 24,0 20,1 23,3 26,5 14,8
0,50 9,7 12,8 20,0 18,0 15,3
0,75 2,5 3.1 14,1 12,2 14,8
1,00 =0 =0 3,6 7,2 13,9
Velocidad de cambio 326 225 22.1 22.8 6.9
(grados/h)

Durante y después del curso de experimentos de angulo de contacto comparables a los que se describen aqui, se
observé que las gotas de H>O permanecen relativamente adheridas a las superficies modificadas de manera que los
sustratos podian inclinarse sin movimiento sustancial de la gota. Para los patrones de rejilla que exhiben la
humectacion mas eficaz y los angulos de contacto mas bajos, los sustratos se pueden invertir por completo sin que
la gota se mueva hacia un borde o salga de la superficie. Esta observaciéon podria ser ventajosa, por ejemplo, en
situaciones en las que se requiere invertir una gota de una solucién sobresaturada (es decir, huang) para
investigaciones analiticas, difusion de disolventes o crecimiento de cristales.
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Ejemplo 2: Pérdidas de masa por evaporacion

La evaporacion es un procedimiento muy comuin para aumentar la concentracion de soluto y S (la proporcion de
sobresaturacion) para inducir la nucleacion. La masa total de material esta limitada con frecuencia en la fase de
descubrimiento de una nueva entidad quimica, y es una practica comun que pequefios volimenes de solucion se
evaporen lentamente de tubos de cultivo, viales y similares, con la tapa suelta, para aumentar de forma gradual la
proporcion de sobresaturacion. (S, Ecuacion 1) e inducir la cristalizacion. La gota colgante, y los procedimientos
relacionados con la gota sésil, se usan a menudo en la cristalizaciéon de proteinas para la determinaciéon de la
estructura y son técnicas apreciadas por su capacidad para producir materiales cristalinos bien ordenados. Los
procedimientos de gota colgante y sésil también pueden implicar la difusién en fase de vapor de un antidisolvente
(es decir, otro disolvente en el que el soluto objetivo es menos soluble) en la gota que contiene el soluto de interés
para aumentar lentamente S y, de ese modo, inducir la nucleacién. Los procedimientos de intercambio evaporativo y
disolvente/antidisolvente se ven fundamentalmente afectados por el tamafio de la gota, la forma de la gota, la
solubilidad relativa del soluto y otros factores fisicos que incluyen temperatura, angulo de contacto con la superficie
del sustrato y la energia superficial.

Con el fin de estudiar las velocidades de evaporacion comparativas del solvente de las superficies modificadas y la
superficie de control de la Figura 6, se us6 una balanza analitica (Mettler Toledo, Modelo AX304) en una
determinacién basada en masa de la velocidad de evaporacién. Las superficies que se examinaron se colocaron
individualmente en la balanza analitica, se tararon y a continuacion se colocd una gota de 20 pl de H,O en la
superficie usando una jeringa de 25 pl. Las muestras se mantuvieron en reposo en la balanza y se tomaron medidas
de masa a intervalos de 15 minutos.

Los datos que informan la velocidad de evaporacion se presentan en la Tabla 2. Los resultados siguen por lo general
los mismos patrones que las mediciones del angulo de contacto; es decir, las mediciones de angulo de contacto
dinamico mas pequefas (Tabla 1) y la velocidad de evaporacidon son generalmente mas rapidas con las
modificaciones superficiales basadas en la rejilla. Las velocidades de evaporacion para los circulos de 0,5 mm vy el
control de superficie tienen diferencias estadisticamente significativas (> 3 desviaciones estandar estimadas (esd))
de los motivos de rejilla y exhibieron las pérdidas de masa mas lentas debido a la evaporacion.

TABLA 2. Pérdidas de masa por evaporacion de superficies modificadas y de control a 20 °C.

Rejilla de Rejilla de Rejilla de Circulos conc. de Control de
0,5 mm 1,0 mm 2,0 mm 0,5 mm superficie
. Masa de la Masa de la Masa de la Masa de la Masa de la
Tiempo (h)
gota (mg) gota (mg) gota (mg) gota (mg) gota (mg)
0,00 20,4(4) 21,5(2)2 19,8(2) 21,0(1) 20,4(2)2
0,020 (1 min) 20,0(3) 21,2(1) 19,6(2) 20,8(2) 20,2(2)2
0,25 16,4(6) 17,8(1) 16,4(2) 18,4(4) 17,8(5)
0,50 12,8(4) 14,2(1) 13,1(2) 15,9(6) 15,2(1)
0,75 9,2(5) 11,0(6) 9,8(2) 13,4(5) 12,4(1)
1,00 5,5(3) 7,6(6) 6,6(1) 10,8(6) 9,5(2)
Velocidad de cambio
(mg/h) 14,9(5) 13,9(6) 13,2(2) 10,2(6) 10,9(3)

@No se llevaron a cabo experimentos por duplicado para estas mediciones. Las desviaciones estandar estimadas
informadas son promedios calculados a partir de mediciones en el mismo incremento de tiempo (es decir, la misma

fila). Estos datos se utilizan en los calculos de la velocidad de cambio evaporativo.

Como se ha discutido en otra parte, el grado de propagacion de la gota depende de la energia superficial del sélido y
de la tension superficial del liquido (Cazabat, A. M., Cohen-Stuartt, M. A. J. Phys. Chem. 1986, 90, 5845-5849). Una
gota dada se extiende, o alternativamente, disminuye su angulo de contacto, de manera mas eficaz en las
superficies amorfas modificadas de la rejilla dado que la gota tiene un perfil de energia diferente y mas grados de
libertad con respecto al viaje a lo largo de canales que se cruzan. Debido a que la gota se aplana y se hace mas
grande en las superficies modificadas de la cuadricula, las caracteristicas de la un gota cambian y la altura y el
tamafio generales de la gota pueden conducir a una evaporacion acelerada.

El control de superficie no tiene ningun canal y la gota de H,O permanece fija dado que la energia superficial del

portaobjetos es menor que la viscosidad del agua. Los circulos de 0,5 mm presentan un hibrido interesante entre los
motivos de rejilla y la superficie de control en que los grados de libertad son limitados ya que los canales que
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comprenden los circulos concéntricos no estan en contacto de flujo entre si. Los angulos de contacto a 1 h y la
velocidad de cambio del angulo de contacto dinamico para los circulos de 0,5 mm sugieren energias superficiales y
un comportamiento evaporativo que se asemeja mas a las superficies modificadas de la rejilla; sin embargo, los
datos de evaporacion y los errores propagados sugieren un parecido estadisticamente significativo mas cercano a la
superficie de control. La ausencia de comunicacion de flujo entre los circulos concéntricos y los efectos poco
conocidos del comportamiento de fijacion hacen de este un hallazgo novedoso, ya que el control de las técnicas de
evaporacion y difusion de disolventes para ajustar S e inducir la nucleacioén y el crecimiento cristalino es de utilidad.

Ejemplo 3: Densidad de sitios de nucleacion y distribucion del tamafio del cristal

Se prepard una solucidon acuosa de decahidrato de borato sodico de 100 mg/ml por adicion de 24 g de
NazB4O7-10H20 (Henkel AG) a 240 ml de H;O y calentando a continuacion hasta ebullicion para asegurar la
disolucién completa. La solucién caliente se pasdé a continuacion a través de un filiro de papel y se dividid en
alicuotas para su uso en experimentos de nucleacion y cristalizacion.

Se llevaron a cabo seis experimentos que comprenden control de disolvente, control de superficie, rejilla de 2,0 mm,
rejilla de 1,0 mm, rejilla de 0,5 mm y motivos circulares de 0,5 mm. Se afiadieron aproximadamente 40 ml de
NazB4O7-10H,0 acuoso caliente de 100 mg/ml a cada recipiente tapado y (cuando fue apropiado) se insert6 una de
las superficies de nucleacion modificadas para que cualquier motivo se sumergiera completamente en la solucién.
Cada superficie de nucleacién se orientd ligeramente hacia abajo en un angulo de aproximadamente 60-70° para
evitar la acumulacion de soélidos de cualquier cristalizacién en masa de la solucién por la superficie de nucleacion.
Los recipientes se taparon inmediatamente y se dejaron enfriar a = 20°. Después de = 0,5 h, se formaron pequefios
cristales de Na»B4O7-10H,0 en todos los motivos sometidos a ingenieria que se muestran en la Figura 6, incluido el
control de superficie. Se formo un cristal grande después de aproximadamente 3 h en el experimento de control de
disolvente (es decir, sin superficie de nucleacion afiadida), y ninguna de las superficies de nucleacion modificadas
dio cristales comparativamente grandes hasta un tiempo de 24 h.

La Figura 7 muestra los resultados de los estudios de nucleacion y cristalizacién de Na>B4O7-10H20, en los que la
columna izquierda muestra el control de superficie y la columna derecha los materiales cristalinos que se formaron
en las diversas superficies de nucleacion modificadas, a pesar de su orientacion hacia abajo. Esta observacion
sugiere que los eventos de nucleacién para NaBiO7-10H,O se produjeron en o cerca de las superficies de
nucleacion, aunque el crecimiento de cristales en las superficies de nucleacion objeto no es necesario para
promover o inhibir la nucleacion como se demostré en ejemplos posteriores. Las cuatro superficies de nucleacion
modificadas de la presente invencion exhiben claramente un comportamiento diferente del control de superficie y
diferentes entre si. El motivo de Rejilla de 2,0 mm exhibe una gran distribucion de tamafio de cristal, con sélidos que
van desde pequefios microcristales a cristales mas grandes de aproximadamente 4-5 mm de tamafio. En
comparacion, el motivo de Rejilla de 1,0 mm proporciona una distribucion estrecha del tamafio del cristal con sélidos
microcristalinos que cubren la mayoria de la superficie modificada y le confieren una apariencia opaca debido al
reflejo de la luz de los multiples cristales de Na>B4O7-10H20 en diferentes orientaciones.

La superficie de Rejilla de 0,5 mm da solo unos pocos cristales, con una distribucién de tamafo de cristal similar a la
de la Rejilla de 2,0 mm, pero con un recuento mucho menor de particulas (es decir, cristalino). La cobertura
superficial de los materiales microcristalinos en los Circulos de 0,5 mm es bastante baja, y la distribucion del tamafo
del cristal para los circulos de 0,5 mm es similar a la Rejilla de 1,0 mm, a pesar de la ausencia de intersecciones de
90° en el primero.

El gran numero de sdlidos microcristalinos en el motivo de Rejilla de 1,0 mm en relaciéon con todas las demas
superficies sugiere una energia superficial favorable para la nucleacion. De forma mas especifica, el gran nimero de
solidos microcristalinos en la superficie de la Rejilla de 1,0 mm refleja probablemente una alta densidad de sitios de
nucleacion energéticamente favorables. La Rejilla de 0,5 mm tiene el mayor nimero de caracteristicas sometidas a
ingenieria por unidad de area y, por lo tanto, la mayor densidad de sitios potenciales de nucleacién sometidos a
ingenieria; sin embargo, la Figura 7 muestra que los cristales obtenidos para la Rejilla de 0,5 mm se asemejan mas a
los tamarios, formas y distribucion de tamarios obtenidos utilizando la Rejilla de 2,0 mm y las superficies de control.
De ese modo, no es meramente el nimero de sitios de nucleacion sometidos a ingenieria, sino que debe haber una
coincidencia apropiada entre la energia superficial de la superficie de nucleacion modificada y Eai (Ecuacion 9) del
soluto de interés.

Se pueden extraer varios puntos clave con respecto a la utilidad de la Figura 7; de forma especifica, que el motivo de
Rejilla de 1,0 mm es util para formar cristales pequefios con una distribucion estrecha del tamafio de cristal, lo que
puede ser ventajoso para un procedimiento que requiera una disolucién rapida en un periodo de tiempo reducido.
Alternativamente, el motivo de Rejilla de 0,5 mm es util si la nucleacion y el crecimiento de cristales fueran menos
deseables en una ubicacion dada. Tal situacion puede surgir en aplicaciones que involucran bioingenieria en las que
las superficies implantadas pueden necesitar suprimir la biomineralizacion u osificacion en ciertas areas y estimularla
en ofras regiones del implante. La distribucién comparativamente amplia del tamafio de cristal de la modificacion
superficial de la Rejilla de 2,0 mm podria ser util en diversas circunstancias en las que encuentran utilidad particulas
de diferentes tamarios y areas de superficie, tal como en; por ejemplo, aditivos agricolas o alimentarios en los que la
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disolucién prolongada de componentes minerales o edulcorantes, respectivamente, puede ser ventajosa.
Ejemplo 4: Cristalizacion por evaporacion de acido acetilsalicilico en superficies de nucleacion

En un experimento de evaporacién no confinada, se administraron 20 pl de una soluciéon de 150 mg/ml de acido
acetilsalicilico en alcohol isopropilico al 91 % en una de las superficies de nucleacion modificadas y en un control de
superficie correspondiente. Cada solucién se dejoé evaporar a 20 °C. Después de la evaporacion completa, los
cristales resultantes se examinaron bajo un microscopio estereoscépico con aproximadamente 2 aumentos, como se
muestra en la Figura 8. Los resultados muestran la nucleacion y el crecimiento cristalino principalmente a lo largo y
dentro de las caracteristicas del motivo con relativamente menos cristales que se nuclean en las regiones
superficiales no modificadas. El Circulo de 0,5 mm exhibi6 mas cristales en forma de aguja a lo largo del motivo
circular que las otras caracteristicas sometidas a ingenieria. El patron de Rejilla de 0,5 mm también tenia cristales en
forma de aguja agrupados en las caracteristicas con menos cristales finos en forma de aguja en la superficie pristina.
El motivo de Rejilla de 1,0 mm dio cristales de acido acetilsalicilico mas cortos que los observados para los otros
motivos. El control de la superficie proporciond muchos puntos aleatorios de nucleacién y los cristales de acido
acetilsalicilico tenian morfologias irregulares parecidas a un estallido estelar.

Las imagenes de la Figura 8, obtenidas mediante microscopia, proporcionan una vision de la concentracion relativa
de cristales, y por extension de los sitios de nucleacion, en las caracteristicas de la modificacién de la energia
superficial. Estos datos demuestran la eficacia de las modificaciones de la energia superficial con respecto a la
nucleacion y el crecimiento cristalino, ya que el aumento de la densidad de particulas en las caracteristicas del
motivo es evidente y esta bien organizado en comparacion con las superficies inmediatamente adyacentes que no
han sido sometidas a ingenieria para contener sitios de nucleacion.

Ejemplo 5: Recuento de particulas para cristales en superficies de nucleacién modificadas

Los experimentos del Ejemplo 4 y la Figura 8 fueron investigados utilizando la funcién Analizar Particulas del
Software Imaged (Version 1.46, National Institutes of Health). El software no pudo diferenciar con precision entre las
caracteristicas del motivo y la gran cantidad de cristales de acido acetilsalicilico en las caracteristicas, por lo que los
datos presentados aqui son para los recuentos de particulas en las regiones de meseta oscura de las superficies
modificadas que se muestran en la Figura 8. En esencia, estos datos reflejan el efecto de los sitios de nucleacion
disefiados que compiten y reducen de forma eficaz los eventos de nucleacion aleatorios de la superficie no
modificada.

Como se muestra en la Tabla 3, el motivo de Circulo de 0,5 mm tuvo menos cristales de acido acetilsalicilico
presentes por unidad de area en la region no modificada que el resto de los motivos. La Rejilla de 2,0 mm también
tuvo un nimero menor de cristales de acido acetilsalicilico/mm? en promedio para el area superficial, pero esto es
probable porque los cristales formados en este patron son de mayor tamafio que los obtenidos para las otras
superficies de nucleacion. El patréon de Rejilla de 0,5 mm tiene la mayoria de los cristales en promedio para el area
de superficie, pero esto se debe a una distribucién de tamafio de cristal mas pequefia para este motivo. La
inspeccion visual de la Figura 8 proporciona evidencias claras de que se produce mas nucleacion y crecimiento
cristalino en las modificaciones superficiales del motivo del Circulo de 0,5 mm que en cualquiera de las demas
portaobjetos y el motivo de Rejilla de 2,0 mm tuvo el mayor crecimiento cristalino en las regiones cuadradas fuera de
las caracteristicas superficiales.

TABLA 3. Recuentos de particulas a partir del software ImageJ para acido acetilsalicilico en superficies de
nucleacion sometidas a ingenieria.

Rejilla de Rejilla de Rejilla de Circulos conc.
0,5 mm 1,0 mm 2,0 mm de 0,5 mm
Area analizada 4 mm?2 16 mm? 64 mm?2 Cuatro circulos de 0,5 mm
Recuento de particulas 117(20) 150(51) 252(66) 43(34)
Particulas/mm? 29(5) 9(3) 4(1) 3(3)

Ejemplo 6: Mediciones de tiempos de nucleacion y cristalizacion para superficies modificadas y de control

Los estudios de tiempos de cristalizacion que usan acido acetilsalicilico como sistema modelo son un estandar en la
bibliografia cientifica para la caracterizacion de las propiedades de nucleacién de nuevos materiales, y los datos
presentados aqui siguieron un protocolo modificado localmente. Se preparé una solucion de 150 mg/ml de acido
acetilsalicilico (Sigma Aldrich) en alcohol isopropilico al 91 % (v/v) (Aaron Industries, Inc.) combinando 37,5 g de
acido acetilsalicilico con 250 ml de alcohol isopropilico al 91 % y calentando a 60 °C en un recipiente cerrado
herméticamente para facilitar la disolucién. La solucién transparente se dejo enfriar a = 20 °C durante al menos 30
minutos antes de su uso y fue estable con respecto a la cristalizacion a temperatura ambiente.
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Las superficies de nucleacion modificadas y de control que se muestran en la Figura 6 se limpiaron antes de su uso
enjuagando con alcohol isopropilico al 91 % y luego sumergiendo a 60 °C en alcohol isopropilico al 91 % durante
aproximadamente 30 minutos, después de lo cual esta solucidon se desechd. Las superficies se empaparon
posteriormente en H,O a 60 °C durante aproximadamente 30 minutos, se enjuagaron con H;O reciente y se secaron
en posicién vertical a 60 °C en un recipiente sin cubrir para minimizar la intrusiéon de polvo.

Debido a la naturaleza estocastica de la cristalizacion, son necesarias mediciones repetidas y un analisis estadistico
es una parte importante de las conclusiones extraidas de los datos. Ademas, los factores ubicuos que pueden
inducir la nucleacién y afectar al crecimiento de los cristales, tales como impurezas, polvo y similares, requieren
manipulaciones cuidadosas y un disefio cuidadoso de los experimentos de control. Los controles con disolventes (es
decir, sin la presencia de superficie de nucleacion) permiten la monitorizacion de las variables de la fase de solucion;
por ejemplo, impurezas, solidos adventicios y fragmentos cristalinos microscépicos, que podrian inducir la nucleacion
primaria o secundaria y son necesarios para factorizar los eventos de nucleacion que surgen de otras superficies
que compiten con las superficies de nucleacion sometidas a ingenieria de la presente invencion. Los experimentos
de control de superficie también son importantes, ya que las regiones no modificadas que rodean las modificaciones
superficiales pueden afectar a los resultados de la nucleacion y la cristalizacion. En estos estudios, los experimentos
de control de superficie y control de disolvente fueron aleatorizados a través de diferentes soluciones para reducir el
efecto de los errores aleatorios. Este enfoque que implica un control cuidadoso del manejo de la solucion, controles
de solventes, controles de superficie, duplicar experimentos y analisis estadisticos brinda la mayor probabilidad de
descubrir hallazgos estadisticamente significativos y reproducibles.

Se llevaron a cabo experimentos de tiempo de cristalizaciéon en viales tapados de 120 ml a los que se habian
afadido aproximadamente 40 ml de acido acetilsalicilico 150 mg/ml en alcohol isopropilico al 91 %. Se insertdé una
de las superficies de nucleacion en cada vial de manera que la superficie de nucleacion modificada (si estuviera
presente) se sumergié completamente en la solucion. Cada superficie estaba orientada ligeramente hacia abajo en
un angulo de aproximadamente 60-70° para que cualquier cristalizacion en masa de la solucién no se acumulara en
la superficie de nucleacion. Los viales se enfriaron inmediatamente a 0°C en un bafio de hielo/H,O mantenido
dentro de un refrigerador. Los viales se monitorizaron para detectar la aparicion de material cristalino a intervalos de
15 minutos hasta los primeros 180 minutos, y con menor frecuencia a partir de entonces hasta 24 horas. El tiempo
de inicio de la cristalizacion marcé el punto final para un experimento dado, y se llevaron a cabo un total de seis
réplicas.

Los tiempos medios de cristalizacion con desviacion estandar estimada (esd) para acido acetilsalicilico en alcohol
isopropilico al 91 % a 0 °C se informan en la Tabla 4.

TABLA 4. Tiempos medios de cristalizacién (minutos) para acido acetilsalicilico en alcohol isopropilico al
91 % a 0 °C para sistemas de control y superficies de nucleacion modificadas.

_ . Control de Rejilla de Rejilla de | Rejilla de Circulos
N=6 Control de disolvente superficie 0,5 mm 1,0 mm 2,0 mm de 0,5 mm
Med Ningun crist. hasta 242 118 40 65 45 60
esd Ningun crist. hasta 242 91 11 33 27 34

Med. Todas las superficies 65
esd Todas las superficies 28
Med. Superficies modificadas 52
Superficies modificadas 10

El primer hallazgo clave es que ninguno de los experimentos de control de disolvente exhibié nucleacién espontanea
ni cristalizacion hasta un tiempo de 242 min, y muchos fueron estables durante mas de 24 h. La falta de
cristalizacion para estos experimentos de control de disolvente son indicaciones de estabilidad del sistema y el
cuidado experimental para evitar polvo, caspa y particulas que pueden servir como superficies de nucleacion
adventicias. Para cada una de las superficies de nucleacion modificadas y para la superficie de control, se
observaron en primer lugar los cristales de acido acetilsalicilico flotando en la interfase aire/solucién y a continuacion
los cristales se depositaron frecuentemente a partir de la solucién en el fondo del vial de reaccioén.

Los datos del control de superficie arrojan un tiempo promedio de cristalizacion de 118 min con una esd de 91 min:
118 (91) min. El control de superficie esta "sin modificar", mientras que presenta a la solucién de control una
superficie masiva y unas caracteristicas de los bordes que son comunes a todos los experimentos (excluyendo el
control de solvente). El intervalo en tiempos de cristalizacion del control de superficie de 29,5-242,0 min da una gran
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desviacién estandar de 91 min, que es una representacion estadistica de la mala reproducibilidad en la cristalizacion
para la superficie no modificada.

El promedio de los tiempos de cristalizacién para las cinco superficies, incluido el control de superficie, da un valor
de 65 (28) min. Para determinar si las superficies sometidas a ingenieria estan efectuando una reduccion
estadisticamente significativa de los tiempos de nucleacion y cristalizacion, se toma el doble de la esd de 28 min
para este promedio y se buscan tiempos de cristalizacion que sean diferentes en 2 esd para un nivel de confianza de
un 95,5 %. Por ejemplo, cualquier tiempo de cristalizacion que sea 2 * 28 = 56 min o mas diferente del valor del
control de superficie de 118 (91) min es estadisticamente diferente para un nivel de confianza de un 95,5 % (es decir,
118 - (2 * 28) = 62 min o menos). Usando este enfoque estandar, las superficies modificadas de Rejilla de 2,0 mm,
Rejilla de 0,5 mm y Circulo de 0,5 mm cumplen todos los criterios estadisticos, y la superficie del motivo de Rejilla de
1,0 mm esta muy cerca del valor de corte del extremo inferior de 2 esd de 62 min.

El analisis estadistico anterior permite la separacion de los motivos de Rejilla de 2,0 mm, Rejilla de 1,0 mm, Rejilla
de 0,5 mm y Circulos de 0,5 mm de la presente invencion de los datos del control de superficie, y el tiempo de
cristalizacion medio para estas cuatro superficies modificadas es de 52 (10) min. La comparacion de este valor con
el del control de superficie permite dos observaciones importantes que estan directamente relacionadas con la
utilidad de la presente invencién: (1) una reduccion de un 56 % en el tiempo de inicio de nucleacion vy cristalizacién
para las superficies de la presente invencion en comparacion con el control de superficie es novedosa y util en
operaciones de cristalizacion sensibles al tiempo, y (2) una mejora de 9,1 veces en la consistencia del tiempo
(calculada dividiendo la esd del control de superficie por la esd del promedio para las superficies modificadas: 91/10
= 9,1) es una mejora notable en la reproducibilidad, y las ventajas econémicas de la previsibilidad en las operaciones
comerciales y de produccion estan bien establecidas.

El uso del articulo "un", "uno" o "una" pretende incluir uno o mas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para iniciar la nucleacion primaria heterogénea de cristales de un soluto a partir de una solucion
del soluto que comprende poner en contacto la solucidon del soluto con un sustrato que tiene una superficie
heterogénea amorfa, en el que la superficie heterogénea amorfa del sustrato:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacion uniforme preformada;
2) se sitla en contacto directo con una solucion que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones que
son estaticas, dinamicas, o de flujo, o las combinaciones de las mismas;

y
3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la solucién del soluto esta, o se vuelve, sobresaturada con el
soluto.

3. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que el procedimiento comprende al menos una etapa adicional de
calentamiento, enfriamiento, o modulacion térmica del sustrato y la solucién del soluto a una temperatura que es
diferente a la temperatura ambiente y a continuacion calentamiento, enfriamiento, o modulaciéon térmica de la
solucion del soluto y el sustrato para dar una solucion sobresaturada a una temperatura que es igual a, o diferente
de, la temperatura ambiente.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el procedimiento comprende ademas aislar los cristales que se
forman por contacto de la superficie del sustrato con la soluciéon, a partir del sustrato, o la solucién, o las
combinaciones de los mismos.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la matriz de sitios de nucleacién uniforme preformada
comprende una matriz de hendiduras, depresiones, almenas, crestas, canales, escalones, pliegues o terrazas, o las
combinaciones de los mismos.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la superficie heterogénea amorfa que incorpora la matriz de
sitios de nucleacion uniforme preformada modifica el angulo de contacto, tensién de linea, humectabilidad, o energia
superficial, o las combinaciones de los mismos, con la solucién en comparacién con la misma superficie que carece
de la matriz de sitios de nucleacién preformada.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la matriz de sitios de nucleacién uniforme preformada se somete
a ingenieria en la superficie por medio de procedimientos manuales, mecanicos, o quimicos, o las combinaciones de
los mismos para grabar, grabar al aguafuerte, fresar, marcar, litografiar o imprimir aditivamente, o las combinaciones
de los mismos, en la superficie.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sustrato comprende polipropileno, polietileno,
politetrafluoroetileno, poliacrilato, poliacrilamida, poliestireno, divinilbenceno, o vinilbenceno, o las combinaciones de
los mismos.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sustrato es un sustrato de vidrio.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sustrato con la superficie heterogénea amorfa esta adherido
a un segundo sustrato.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el segundo sustrato es un material que es resistente a la
disolucion en la solucion.

12. Un kit que comprende una pluralidad de sustratos para iniciar la nucleacién primaria heterogénea de cristales de
un soluto a partir de una solucién, en el que cada sustrato:

1) incorpora una matriz de sitios de nucleacién uniforme preformada en la superficie del sustrato;
2) se sitla en contacto directo con una solucion que comprende el soluto que se cristaliza en condiciones que
son estaticas, dinamicas, o de flujo, o las combinaciones de las mismas;

y
3) es quimicamente resistente a la disolucién en la solucion;

y en el que cada sustrato comprende una matriz de sitios de nucleacién uniforme preformada que es idéntica a, o
difiere de, otras matrices de sitios de nucleacion uniformes preformadas en el kit.

13. El kit de la reivindicacion 12, en el que las matrices de sitios de nucleacién uniformes preformadas en la

superficie de los sustratos comprenden una matriz de hendiduras, depresiones, almenas, crestas, canales,
escalones, pliegues o terrazas, o las combinaciones de los mismos.
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14. El kit de la reivindicaciéon 12, en el que la superficie de los sustratos que incorporan las matrices de sitios de
nucleacion uniformes preformadas modifica el angulo de contacto, tension de linea, humectabilidad, o energia
superficial, o las combinaciones de los mismos, con una solucién en comparacién con la misma superficie que
carece de la matriz de sitios de nucleacién preformada.

15. El kit de la reivindicacién 12, en el que la matriz de sitios de nucleacién uniforme preformada se somete a
ingenieria en la superficie por medio de procedimientos manuales, mecanicos, o quimicos, o las combinaciones de
los mismos para grabar, grabar al aguafuerte, fresar, marcar, litografiar o imprimir aditivamente, o las combinaciones
de los mismos, en la superficie.

16. El kit de la reivindicacién 12, en el que los sustratos comprenden polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno,
poliacrilato, poliacrilamida, poliestireno, divinilbenceno, o vinilbenceno, o las combinaciones de los mismos.

17. El kit de la reivindicacion 12, en el que los sustratos son un sustrato de vidrio.

18. El kit de la reivindicacion 12, en el que los sustratos con una superficie heterogénea amorfa estan adheridos a
una segunda pluralidad de sustratos.

19. El kit de la reivindicacion 18, en el que la segunda pluralidad de sustratos es quimicamente resistente a la
disolucion en la solucion.

20. El kit de la reivindicacién 12, en el que el kit comprende un medio para el control de la temperatura, o la
modulacioén de la temperatura, o las combinaciones de los mismos.
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