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cQueé es la liofilizacion?

Es una forma de secar un producto a
bajas temperaturas sin el deterioro
que produciria el calentamiento.
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Por medio de la liofilizacion se
pueden preservar muchos tipos
de productos biologicos por
periodos prolongados sin dano
en la calidad o viabilidad.
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primero se congela la parte acuosa
del sistema que se desea liofilizar y, a
esa baja temperatura que impide
cambios quimicos de deterioro, se la
somete a un alto vacio sublimando el
agua desde el estado solido al estado
gaseoso sin pasar por el estado
liquido.
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Antecedentes

(oficiales para el mundo occidental)
1900. Descubridor: Altman, desarrollo: Gersh
1930. Solo una curiosidad de laboratorio.

1945. Liofilizacion de plasma humano EUA,
Francia, R.U.

Sir Ernst Boris Chain premio Nobel
preservacion de penicilina

Charles Merieux estabilizacion de vacunas
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Antecedentes globales
Los incas emplearon esta tecnologia
muchos siglos atras para secar carne
congelada empleando la energia
radiante del sol y la baja presion de las

alturas del altiplano andino.
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cPara qué liofilizamos? i cii i

Hay dos aplicaciones generales del
secado por liofilizacion:

e preservacion o estabilizacion de
productos alimenticios de alto valor
agregado, biologicos o farmaceéuticos.

 produccion de estructuras porosas
definidas o superficies internas tales
como esponjas de colageno,
catalizadores, etc.
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Aplicaciones de la liofilizacion: BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL

sangre, plasma, suero, soluciones de hormonas, productos
farmacuticos, alimentos e ingredientes.

Materiales especiales para transplantes, como arterias, piel
y huesos.

Células que deben permanecer vivas largos periodos. Esto
incluye bacterias, virus y levaduras, pero no células de
mamiferos.

La liofilizacion se emplea para la preservacion de
biomateriales debido al hecho de que en el producto
obtenido esta inhibido el crecimiento de microorganismos
y de reacciones quimicas de deterioro.

El proceso facilita la distribucion y almacenamiento ya que
no es necesario mantener la cadena de frio.

El producto obtenido es facil de rehidratar.
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Diferencias con otras formas de
secado:

La movilidad del agua y los solutos
durante el proceso

La temperatura: en liofilizacion < -30°C, en
secado entre S0 y 100°C.
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Esto determina:

 Estabilidad quimica durante el
proceso

e Generacion de una estructura
adecuada

e Caracteristicas de rehidratacion
adecuadas.
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La liofilizacion es un proceso que

involucra tres etapas:

« Congelacion: la mayor parte del agua se
convierte en hielo.

e Sublimacion: el hielo pasa a estado vapor

e Desorcion: Casi toda el agua no congelable se
convierte en vapor y se remueve.
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Liofilizacion
continua
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Los estados de agregacion del agua:
Diagrama de fases.

Los diagramas de fases muestran en forma simple
las regiones de presion y temperatura en las que
predomina cada fase como también las zonas
donde coexisten en equilibrio dos o tres fases
(punto triple).

El diagrama denota la presion ejercida por las
moléculas de agua a una dada temperatura.
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La energia intermolecular determina los cambios
energéticos en las transiciones de fase.

Varios cambios en el estado del agua son
importantes en la liofilizacion:

Uno es la congelacion del agua (liquido/solido)
Otro es sublimacion (so6lido/vapor).

La transferencia de energia requerida para los
cambios es distinta:

Para congelar 1g de agua se requiere extraer 80
cal. Mientras que para sublimar hielo se requiere
aportar 680 cal.
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Presion de aire a
distintas
altitudes

Feet
0
2000
4000
6000
3000
10000
12000
14000
16000
20000
22000
24000
26000

Torr

760.0
704.1
652.4
604.4
560.0
518.9
480.7
445.4
412.77
354.2
328.2
304.1
281.7

41.8

Meters
0
609.6
12192
1828.8
2438.4
3048
3657.6
4267.2
4876.8
6096
6705.6
13152
7924.8

9144 @

mBar
1013.3
038.8
869.8
805.9
746.6
691.8
640.9
593.8
2
472.3
437.6
405.4
3756
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Si vemos el diagrama de fases del agua
el punto triple esta a 4,6 Torr

Las aplicaciones comerciales emplean
100 mTorr o 0,1333 mBar, claramente
< que la P de aire en los Andes.

<Como podian liofilizar los Incas?




Ojo: a 0°C el punto de 100% R.H. es 5,3 Torr
(7,067 mBar), y la H.R. tiene que estar por
debajo de 86,4% a 0°C para que comience la
sublimacion.

Por esto, la condicion de sublimacion debe ser
“una reduccion en la presion parcial de agua de
manera que sea sustancialmente menor que la
presion de saturacion a la dada temperatura”.

Esta condicion usualmente se alcanza bajando
la P, pero solo es necesario disminuir la PV de
agua para alcanzar el requerimiento.
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Para una velocidad adecuada de sublimacion, la
pv de H,O tiene que ser < 200 mTorr (0.2 Torr).
Durante la sublimacion en una camara evacuada
la pv total (100%) esta dada por las moléculas de
agua.

Entonces si la P en el manometro es 200 mTorr,
esa es la pv de agua. Es so0lo alrededor de 22
veces menor que la pv de la atmosfera.
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Como generalmente la congelacion de agua
ocurre a presion atmosférica, la temperatura
del cambio de fase del estado liquido seria el
punto de congelacion de agua (0°C) si se
tratara de agua pura, pero la presencia de
solidos afecta la temperatura a la cual
ocurrira la congelacion.

Ademas del diagrama P, T analizado para el
agua pura, nos interesa el diagrama
temperatura-composicion a presion
atmosférica (diagrama T-X a 1013 hPa) .



Ciclo de liofilizacion:

Preparacion del material.

*Congelacion (todos los fluidos se solidifican:

pueden ser cristalinos, amorfos o vitreos). Se genera un
red compleja de hielo, que puede estar embebida en
estructuras vitreas o permanecer asociada a estructuras
intersticiales. Ojo con estrés mecanico por expansion
volumeétrica. Se realiza en ciclos de enfriamiento/calent..

Sublimacion: secado primario. El material
congelado se coloca al vacio. Debe haber un balance
adecuado entre el calor que se le provee (transf. de calor)
y el agua que sublima (transf. de masa) para que no haya
colapso. Desafio: entregar energia en el vacio.

Importante ajustar la presion para manejar la posibilidad
de sublimacion.




Ciclo de liofilizacion:

Desorcion: secado secundario (comienza
cuando se ha sublimado todo el hielo). Para cada
producto se establece un rango de contenido de

agua remanente.

eAcondicionamiento final: para extarerlo de la
camara: cuidados con el aire que ingresa,
humedad ambiente, luz, oxigeno, sellado.

Reconstitucion del producto: temperatura y
solvente, procedimiento.
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Fressure
Sensor

Fig. 4 - Scheme of the monitoring and control system for the freeze-drier, incdluding both the smart vial observer and the
Dynamic Parameters Estimation (DPE) tool based on pressure rise tests. The architecture of the special thermometer with
the wireless transmission system is also shown.
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Freezing Primary Drying  Secondary Drying
i Process i Process 1 Process i
sy T 1 - - 1 (Pa)
(C) i i i i
............. . : = : 101300
40 = :'. : Shelf Temp. : e .: 2o
20 i / i i
: | ‘."' - ]
0 : : .:: : Product Temp. : 4 100
20 : ; R : Vacuum level :
. ::- ------------------ | /11‘1 Chamber i 1 10
9 i Cold Trap Temp. } 3. eeeneeennnnsnnes : 1
i Y [ i
-60 = ! i i
1 L 1
Time {(hi

Ejemplo de un programa para liofilizacion de
inyectables.
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Saturated Vapor Pressure Over Ice

EEEaEEEEEEEEEEEEEE A INDUSTRIAL
so00- — Clausius Clapeyron .
so00- AH,,p, =51102 J/mol : “ARsub
to | A=2.71x 10"%orr B
i 1P=A-e
x £
2000 _
1000 i
0 : | | |

200 210 220 230 240 250 260 270 280
Temperature (Kelvin)

Permite calcular la pv de agua sobre hielo.

AH depende de T en la Fig. esta para T= -40°C
(tabla).
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Los parametros del material y del proceso
determinan que una liofilizacion sea
exitosa.

Las propiedades termoquimicas y
termomecanicas de los materiales
solubles amorfos forman la base de un
diseno efectivo de formulacion y las
aproximaciones coordinadas para la
formulacion y el desarrollo de proceso
permiten alcanzar optimos resultados
con un minimo de prueba-error.



Equivalencias de unidades de presion

ART | '
BIOTECNOLOGIA INDUS

TRIAL

Atm Bar Torr mbar Pascal Wm Hg
Atmosferas | 1,013 760 1013 101308 760000
Bar 0,987 1 750,12 1000 100000 750120
Torr 0,00132 0,00129 1 1335 1000
Milibar 0,000987 0,001 1 100 750
Pascal 0,00000987  0,00001 0.0075 01 1 7.5
Micrometros 0,00000132  0,00000129 0,001 0,00133 0,133 1

(micrones)
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Para que ocurra sublimacion en la interfase
entre la capa congelada la energia requerida
para la transformacion sdlido-vapor debe ser
transportada a través de la muestra hasta la
interfase. Esto requiere gradientes de
temperatura, cuya magnitud dependera de las
resistencias al transporte de calor presentes
en el producto.

La capa congelada tiene mucho menor
resistencia al transporte de calor que la capa
seca y por lo tanto se requiere mucho menor
gradiente de temperatura a través de la capa
congelada que a través de la capa seca.



. Analisis del comportamiento QO@:.-:::::::- ----- .z
en congelacion. BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL

J. Xiang er al. /International Jownal of Pharmaceutics 279 (2004) 25-105

30

10

Temperature (°C)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time (hour)
Fig. 5. A typical ficeze—diying evele using the feeze—diving microbalance.
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Velocidad MNumere y Estructura Desecacion Desecacion

congelacion tamafio del material primaria secundaria
cristales
Pocos Poros . Desorcion
Lenta Y Mas rapida .
grandes grandes mds lenta
FPaoros
equefios .
o Numerosos PEq ! i Desorcion
Rapida - mayor Mas lenta o g
y pequefios . mds rapida
' superficie

especifica
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CARRERA DE ESPECIALIZA

durante la liofilizacion de

soluciones.
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W
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qe

§ - Regiones de solidos concentrados
C) - Red de huecos interconectada

’ - Cristales de hielo

> \xﬂ§§a

Queda una matriz porosa luego de la remocion de hielo por sublimacion
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La congelacion causa la microseparacion de
una solucion acuosa en una mezcla de agujas
de hielo y sdlidos cristalinos o solucion amorfa
concentrada, en la que permanecen las
sustancias activas.

Matriz
Aguja de hielo concentrada
7 7 7 78
%z iz 7 %
7
% Z 7 7 7 % /

Seccion ideal de un liquido congelado

Microestructura unidireccional.
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En la camara de vacio se entrega el calor

latente nara aue ocurra la sublimacion:

|

Flujo radiante

il

s

Vapor
sublimante —_* 4 Ty, (W
WA
% % [/ J/ f;‘ ’V" 7 /] | Capa seca
Frente de —/- —ﬁ 4// é % /// ///ﬁ Zona
: %7
hielo LA A sl '~ congelada

Primero sublima el hielo cerca de la superficie,
dejando un frente uniforme de hielo a cierto nivel
dentro del material.



. La regién por debajo del frente de hielo es Qo H
la zona congelada. El calor de sublimacion

se entrega al frente de hielo por
conduccion a través de la capa seca.
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El vapor
sublimado deja el

TPy .
capier (7] 17 rente de hiclo
vacio % / ]

% / capilares que

g 7 ? dejan las agujas

hielo - /// de hielo
i = sublimado
Solucién concentrada previamente.
amorfa/cristales

La superficie externa del material debe mantenerse

por debajo de la temperatura del frente de hielo para
que ocurra esta transferencia de calor.
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La velocidad de secado esta limitada por la
velocidad a la cual el vapor puede difundir del
frente de hielo. Elevando la temperatura del frente
de hielo aumenta la velocidad de transferencia de
masa, pero esto esta limitado por una temperatura
critica del material, por encima de la cual los
capilares se estrangulan:

Collapsing Capillory (Necking)

T>TC ?
7
7 X /
Ice Front— AT A
-é /x famas ify ﬁ f
I

ncreasing Colliapse -
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A w
Capa seca
6

Vv

A [
Capa ]

| cong. “HHH

A través de la matriz A través de canales

hielo

.

\ ' E

Representacion de distintas formas de flujo
de vapor en la liofilizacion

] Capa
hielo N\ cong.
%(\\ SRR N \

Y N

ke~

_ hielo

W ///

A través de grietas Colapso en el frente de hielo
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Solucion de
proteina 10%

Solucion de
manitol 5%

Si el contenido de solidos es bajo (<2%) el
producto seco no es mecanicamente estable
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el punto en el cual el ablandamiento progresa
causando colapso estructural de la torta secada,

un fenomeno que puede estudiarse por

microscopia de liofilizacion (FDM).

Para un sistema que cristaliza el colapso ocurre
cuando se excede el menor punto eutéctico de
fusion T,

Para un sistema que no cristaliza la T_ esta
determinada por la temperatura de transicion
vitrea del sistema (T )



Cristalizacion cristalina Con sembrado de cristales

granular.

- s
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Distinta estructura de un producto, de acuerdo
con las condiciones de cirstalizacion.

4"

-'1.




h0) =

40 Product temp.

Temperature (C)

] 5 10 15 20
Time (h)

Colapso durante el secado primario. Se empleo una solucion

15% de LMOX (latamoxef) y una temperatura de estante de
40°C, con vacio de 10Pa en la camara
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TOP VIEW
15t Stage Modules

W

Intermadiate
Copper Flate

' 1
-———
1

l x

P L]

L]

-

L '
--*.—..—-ﬂ-—-—-—-
e

2nd Stage Modules

ELEVATION VIEW

Top Plate
ﬂ " 200 Stage Modules
' Intermediate Plate

mmm

Permite la observacion directa del eutéctico.
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| » Residuo seco
Direccion de
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4 58— Presion de vapor del hielo
=
FE Sélido Temperatura, °C Presion, Torrs
& 0 4579
'E -18 0,939
S -20 0776
a -40 0,0966
-60 0,0080
0 Vapor 80 0,0004
. 1
0

Temperatura, °C
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BIOTEC
Desde la fuente de calor a la superficie se
realiza por radiacion.

Desde la superficie hasta la interfase a traveés
de la capa seca ocurre principalmente por
conduccion.

A través de la capa congelada ocurre por
conduccion.

Desde la fuente de calor hasta la capa
congelada depende del diseno, puede ser por
conduccion.
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| Condensador © Trasferencia térmica

5 Condensacion

4 Trasferencia de vapor
hast a el condensador

3 Trasferencia de vapor
en el mat erial poroso

2 Sublimacion

%% 1 Trasf erenciatérmica




Resistencia
Camara
E Tapdn

Producto seco

‘:}&‘:’ﬂawwww

| Condensador | v

— Peon (801)

P. (100u)

P, (120u)

P:(5001)

Pasar a Pal

5
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TRIAL
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AL
Material Conductividad Térmica Resistencia
(cal*em/emé*h*°C) (emZ*h*°C/cal)
Hielo (0,79cm) 18 4 4 3*10-¢
Cristal (0,2cm) 9.4 2 1* 10¢
Aluminio(0,4cm) 2581 155* 104

Global 6,4*10°¢
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El flujo de vapor de agua es impedido por tres
barreras de resistencia:

e Resistencia de la capa seca del producto

e Resistencia de los viales semitapados

e Resistencia de la camara.
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La relacion entre flujo de calor y diferencia de
temperatura puede describirse por un
coeficiente de transferencia de calor del
vial que tiene contribuciones de tres

mecanismos paralelos:

e Conduccion directa del estante al vial a
traves de los puntos de contacto directo

e Conduccion a través del vapor entre el
fondo del vial y el estante, y

 Flujo de calor radiante.
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Acoplamiento de transportes de  giorecnoLocia INDUSTRIAL
calor y masa

Como todo el vapor que se forma,
determinado por el transporte de calor, debe
ser extraido, la presion de agua en la
interfase se establecera a un nivel relativo al
la presion del condensador .

De esta manera, el transporte de masa
resultante desde la interfase balancea la
velocidad de formacion de vapor determinado
por el transporte de calor.
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Transporte de calor y de masa en

la liofilizacion

Veloc. de transporte =

Area*fuerza impulsora/resistencias



ECUACIONES

Suposiciones:

e Ts (T° de la superficie solido) permanece
constante.

e Material se seca por un lado.

e T° calor interior solidos conduccion

difusion

e Vapor de agua

e Todoelcalorseva — A
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Vapor
de agua Q
A \

/\( J Capa seca
silﬁﬂfascfgn / / / / / / / / / / / Capa congelada
) F " Capascon

v 5
Vapor Q
de agua
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1.- Transferencia de masa (vapor de agua)
proveniente del frente de sublimacion, por

difusion (removida por el condensador)

donde,
dx

— es el flujo masico de vapor a traves de la capa seca (kg vapor/s)

b es la permeabilidad de la capa seca con respecto al transporte de vapor (kg/m.s.Pa)
P; es la presion de vapor en el frente de sublimacion (Pa).
P, es la presion de vapor de agua en la superficie de la capa seca (Pa).

e es el espesor de la capa seca (m).

A es el area efectiva de sublimacién (m?)
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2.- Transferencia de calor por conduccion.

T -T.
QLT
dt e

donde,

e, espesor de la capa seca (m)

Kd conductividad térmica de la capa seca (J/sm'K)

Ts es la temperatura de la superficie de la capa seca (°C)

Ti1 es la temperatura del hielo en el frente de sublimacion (°C).
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En condiciones de estado estacionario

velocidad velocidad
transmision del calor | =| transterencia de vapor
por conduccion por difusion

d dx

d? n

donde,
K,-A-(T,-T)) s A-b-(P.-P)
e e

obteniéndose una expresion que nos relaciona ambas fuerzas impulsoras:

Kd (Ts _Tl):}“b(Pl _Ps)
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En el caso de un solido de forma plana que se liofiliza por una de las caras. suponiendo que el
contenido de humedad de la capa seca es X. (kg agua/kg solido seco) v que el frente de hielo retrocede
formado un plano uniforme, la velocidad de desecacion dx/dt es:

dx de
——=A-p —(X =X
dt P t( ° )

donde.

ps es la densidad de solido seco.

X, es el contenido 1nicial de humedad (base seca).

Por lo tanto resulta:
d d K, -A(T. -T. A-b-(P.-P
oA, (X, X)—e— AL L) hon)
dt dt Aoe e
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Por lo tanto resulta:

B, X KA TT) AL R
integrando la segunda y tercera ecuacion:
=0 — e=0;
t=t — e=e.

obtenemos el tiempo de liofilizacion:
ke (X ~X,)-e’
2-K,-(T.-T,)

(si el secado procede por ambas caras es (e/2)
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El tiempo del secado primario puede expresarse
también en funcion de la diferencia de presion de
vapor de agua en la interfase hielo/capa seca y la
presion de vapor de agua en la superficie de la capa
seca

p. (X, —X_)-e’
b. K- (pi-ps)

t =

(si el secado procede por ambas caras es (e/2)
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Por lo tanto el tiempo de secado depende
de las siguientes variables:

Maxima temperatura permisible, T,
Contenidos de agua inicial y final X , X_
Entalpia de sublimacion, A

Espesor de la muestra, e

Conductividad térmica de la capa seca, K,



BIDLTEENIDLDGI’A INDUSTRIAL
Para un dado producto distribuido en viales el
tiempo del secado primario puede

minimizarse haciendo la diferencia de
temperatura entre el estante y el hielo lo mas

grande posible.

El control de la temperatura de los estantes
es lenta por que la capacidad calorifica del
medio de transmision es grande.

Es mas facil controlar la presion.
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La temperatura del hielo esta determinada
por interacciones entre la temperatura de la
superficie, la presion de la camara y las
propiedades de la capa seca, k.

La temperatura de la capa congelada debe
mantenerse por debajo de una T critica que
depende de la naturaleza del producto.



Secado secundario

eInvolucra la remocion del agua remanente en el
producto, que no se separdo como hielo durante
la congelacion de y por lo tanto no sublimo.

*Es dificil transferir energia en una matriz
porosa colocada al vacio, ya que se comporta
como un material insuflado perfecto.

Por lo tanto, el secado secundario lleva tanto
tiempo como la etapa del secado primario,
aunque durante esta etapa se separa mucho
menos agua.
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Al final del proceso de sublimacion el agua puede
estar:

*Retenida en capilares
Adsorbida a grupos polares

Debido a su baja presion de vapor se elimina con
dificultad.

Generalmente:

Se aumenta la temperatura hasta el limite
tolerable del producto seco

O se genera alto vacio alrededor del producto.
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1.Disminucion de la temperatura del condensador

Ej de -50°C (0,04 mbar) a -80°C (0,0005mbar)

Esta disminucion de presion es relativamente
pequena cuando se la compara con la presion de
saturacion de agua en la muestra (0,023 mbar a
20°C). Mientras una disminucion de presion en el
condensador pareceria permitir una menor
presion de vapor de agua, casi no tiene efecto.
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2. Aumento de la temperaturra de la muestra

Ej de -20°C a 30°C

resulta en un aumento de la presion de saturacion
de 23,3 mbar a 42,3 mbar, lo que significa casi el
doble de gradiente.

En este caso hay que tener en cuenta
consideraciones de estabilidad mecanica y quimica

de las muestras.
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Debe encontrarse un compromiso ya que
el material poroso es aislante, muy alto
vacio provoca un gradiente de
temperatura muy alto entre la superficie
y el centro y una temperatura lo mas
uniforme posible asegura una desorcion
mas pareja.



Temperatura estante

500
340 Temperaturad 400
990 producto
-13 10{]
g 0
2 200
9-20

100

I
=
=

Desecacién
primaria

Congelacién Desecacién secundaria

Presién (um Hg)

CIOMW EN
STRIAL



@ Paraad i v s fuacke p hama I!":I=
fotrm il e P M fhe .-:'T-

CARRERA DE ESPECIALIZACION EN

BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL

Aspectos que deben considerarse:

R W N =

. Diagramas de estado suplementados. @
. Congelacion.
. El proceso.

. Caracterizacion del producto: sorcion

de agua y de nitrogeno.

. La estabilidad del producto.
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El agua y los solidos del material

determinan como se va a comportar la
muestra durante el proceso.

A través de diagramas de estado
suplementados se pueden seleccionar
condiciones de proceso (incluyendo
congelacion) o establecer
formulaciones optimas.

La estabilidad del producto dependera de
todas las consideraciones previas.
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Figyre 12, Freeze-dned cakes stored under appropnate storage conditions {1e. low moisture
lesvels and low temperature) tor three months. The samples are 10" CFU/mL Lk coryrformis
513 wich, from left (1) 15% sucrose; (2 15% sucrose and 2.5% PVP90; and (3} 15% sucrose
and 2.5% FicollddD. The cakes are of approximately the same volume as the liqmd

formulation prior oo drving.
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ICEDE-TY 1R IE L 100um

TH-1000_ 1057 2008-09-10 1412 L TR-I000_0214

Figure 21. SEM photographs of freeze-dried Lb. corpnifornis 513 1n (a) U.2% peptone water at
S000x magnification and (b) sucrose at 1000x magmfication. The freeze-dried Lb. corpnifonmis
513 cells in {a) have a size of approximately 2 x 05pum. The image in (b) shows the
amorphous structure after freeze-drving in a well-preserved piece.
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Gly:mannitol
Dextran
Stachyose
Trehalose

Hormona de crec. Humano (hGH); 1 mes a 40°C.
hGH/Gly/Man 1:1:1; hGh/Dextrano 40 1:6
Buffer fosfato (Na) pH 7,4; 15% de hGH
Cont inicial de agua 1%

Reaccion: oxidacion de metionina y deamidacion
de aspargina
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