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INTRODUCCION

Las moléculas prolexccxs son la bcxse de todcx materm’;
\rwzente. ‘ABfuera - ‘de “los: orgamsmOS, (o] sec: cucmdo .8 hcx.‘
*extrmdo de un medlo que’ no ‘es el suyo, estas moleculas-

‘~.protexcas henden a agruparse i convirtiéndose - en . xnsolubles»v

ya estre proceso se llamé desnaturahzacxoﬂ, la cual se carac-
terizer por ‘una ‘disminucién en la solubﬂldad ch desncxturcx~
- lizacién' est& influenciada sobre tode por el tiempo y por la
temperatura, Siempre que algin factor cumente la agrupacmn

de moléculas se logrard con ello tamblen apurar la. desna-

turcthzcxcmn- mieniras que si se logra ba;cxr Ia temperatum

- dal mecho cxmb1ente mayor serd el’ txempo que se conserve la

k'protexna A medlda que se baje la temperaturc se logrctrq
: uncx mejoria natable en la conservacmn ' deba;o del eutéctico
: chcha conservacién serd mejor todavia, : )
’ ~“EL cxlmacenczmwnto de productcs a bajas: temperaturdv
- seusa en la actualidad ampliamente sobre todo en la conser--
.‘vac;on de ahmentos Y productos blologxcos Es sin embargo
costeso y no siempre practico. Por ello se prefiere ‘emplear- en
: la ctctuahdctd un método secado por subhmacxon, ya que asi
seca la protemct si se conservct. : : ,
' La ehmmacxon de agua de una solucidén protema requxere '
el uso- de energicx pero, segin acabamos dé ver, el calér es -
~una de las formas con la cual més’ f&cilmente se per]udlcan.
;Enioncps el problema de secado se reduce “al sumlmstro de{
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: ccxlor con 1c1 mmxmd ccxnhdcxd destruccxon. Con protemas que

TV ST OO & ...hmentos, una desnaturahzcxmon pequend
e es permmda pero'no- se puede decir 1o mismo de los produc-
i logxcos Por ello, en: el campo medlco se. suele usar el
. seca o) al alto vacia ‘como el _mejor me!odo pdra conservar la RO
: :mrtyor parte de lcts substcmcxcxs terapeutlcas. R e
) ‘Pero no’ es el secado por subhmacxon el dnico: metodo'
'que se ‘puede emplear pdrd; seccxr materiales sens1b1es “al.

calor, sino que ‘hay muchos otros pero en todes ‘ellos’ se -
trata de’ evitar hasta donde sec posible, la desncx{urcxhzctcxon
' ‘Entre estos métodos,. que-soldmente se van a citar, te- -
vvnemos secado por pulverxzacxon (74) (72), secado en’ pehcula
’(70) (50) .s.eccxdo quimlco (30),. destllacmn . ‘bajas. presxones,»
{30,y por ultlmo Tex pelvaporacmn o seqa secctdo en mem-'
’-"brcnas de ‘grano superhcm (38) (30).- S E
Pero de todos estos metodos, mdudablemente el me;or es X

;el seccado por subhmacmn' sin embargo, es el mds. completo.. -

Ly el mds. costoso, este metodo ‘Serd: chscuhdo Y. descnto ‘en
los sxg\nentes cotp1tulos




HISTORIA

El proceso de secado cuando la proteina est& sélida, re-
cibe el nombre de liofilizacién. La liolilizacidén consiste esen-
cialmente en congelar el preducto, el cual enseguida se va a
sublimar en presencia de un allo vacio. Industrialmente se
empezdéd a usar desde los Ultimos 20 ahios, aungue ya se cono-
cica desde antes.

En 1813, William Hyde Wellaston describié un métedo
parecido al que ahora se conoce, anie la Royal Society de
Londres. En 1818, el prolesor John Leslie hizo un aparaio que
fué sumamente parecido «l de Wollaston. Sin embargo, a
ninguno de los dos se les ocurrié usar la sublimaciéon para el
secado. Y hasta es dilicil enconirar alguna relucién entre sus
experiencias vy el desarrollo moderno de la liofilizzeidn. (16)

En 1898, Martin describid un aparato que consistia en
lo siguiente: El sueroc por secar era filirade en una bujia
Chamberland y recibido en matraces, los cuales se ponian
en un bano a 40° Los matraces se conectaban con un Iras-
co condensador puesto en hielo, con el cual se unia una irom-
pa de vacio conectada o la llave de agua. El vapor de agua
evaporada del suero de los mualtraces y arrastrado por el
vacio se quedaba en el frasco condensador.

Strumia, Maec Graw y Reishel acreditaron a Bordas y
Vanterbergue en 1903 los principios de la liofilizacidén aungue
su proceso parece mds bien una destilaciédn al vacio (16) (30).

Pero el que verdaderomente impulsd la liofilizacidn fué
Shakell en 1909, el cual la aplicd o los productos bioldgicos.
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En su aparato la proteina es congelada con una mezcla de

~sal y hielo. Después introdujo la proteina en un aparcato co-

nectado por un laro a una bomba de vacio v conectado a un
tubo con un deshidratante como dcido sulfdrico, la evapora-
cién fué tan répida gue el material permanece congelado y
se electué un secado por sublimacién sin que haya habido
una fase liquida intermedia. El producto licfilizado v obte-
nido de tal manera difiere del que se obtendria si se secara
a partir del estado liquide en gue presenta una mayor solu-
kilidad y en que el volumen que se ocupa es casi igual que
el original. (16)

W. J. Elser llevd a cabo un trabajo muy amplio con dife-
ferentes productos bioldgicos. Este trabajo {fué publicade por
Elser, Thomas v Stephen en 1935, Ellos usaron como disecante
pantéxideo de fbsforo; peroc pronto vieren que era demasiado
costeso, sobre tude anddo se trabaja en pequefias cantidades.
De esta manera ellos introdujercn un condensador que se
refrigeraba mecdnicamente. (9) Lo primero que hicieron fué
cengelar el produclo en una ampolleta de lorma que el es-
pesor de la proteina fuera minime. Ademds, todo el sistema
se conectaba al vacio. Cuando el vacio habia subido sufi-
cientemente, entonces la liofilizacién habia terminado.

Pero mds interés presenta sobre todo, desde el punto de
vista comercial, los trabajos de Flosdorf v Mudd, también en
1935. Ellos usaron la misma técnica que en el caso anterior,
solamente que sustituyeron el condensador por una trampa
de vapor sumergida en un bafio de metil celosclve y hielo
seco. Cen esto obtuvieron: una iemperatura de ——78°.

Otros que conitribuyeron mucho en el avance de la Ho-
filizacidén fueron Reichel, Masuceci, Mac Appine y Boyer. El
aparaio descrito por elles era muy. semejante al de Flosdort.

En 1933, Flosdor en la Universidad de Pennsylvanix
(laboratorio de la escuela de Medicina)l, sacéd los primeros
productos que fuercn usados como medicamentos.

La casa Sharp & Dohme, muy rdpidametne reconocid las
ventajas que se podrian sacar de la loifilizacidén. Ellos ins-
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’tal_q:r‘o'n la primera unidad industrial en 1935. (17) Gracias
a su experiencia y a su esfuerzo, se pudo almacenar plasma
himeonio para 1541, cuando entraron los Estades Unidos a
la segunda guerra mundial,

- En 1940, Flosdorf y Mudd describieron un nueve métcdo,
el proceso Desivac. Puesto que un gramo de agua va a pro-
ducir 10001t de vapor aproximadamente cuano la presién de
vapor es 0. Imm. de mercurio, se puede evitar el condensador
5i se tiene una bomba lo suficienlemente grande que puede
mantener el alto vaclo a pesar de la produceidén continua de
agua. Ellos resolvieron este problema por medio de una bom-
ba de la casa Stokes, especialmente construida.

En 1843, Strumin vy Mac Graw hicieron unc unidad pe-
quefia sobre todo para hospitales. Ellos hicieron una liefili-
zadorrefrigerado mecdnicamente que era complelamente auto-
mdtico.

Levinson y Oppenheimer usaron un sistema de relrigera-
cidn en cascada como condensador. En estas condiciones alcan-
zaron {dcilmente la temperatura de —120v. Posteriormente vie-
ron que era mdas econdmico trabujar —40% asi que emplearon
este método solamente para la congelacidn.

En general, en tiempos de la guerra pasada y pcsterior-
mente todo el interés se concretaba a la produceidén de gran-
des cantidades de proteina seca, dejando los métodos de la-
beratorio, solamente para la investigacién.

El producto que se obtiene después de una liofilizacién
ccupa précticemente el mismo espacio que ocupaba cuando
estaba liquido. El producto es poroso y tiene una estructurg
parecida a una esponja. Asi, cuando se afiade ésta {acilmente
se introduce a itravés de los poros, logrdndose con ello una
répida disclucidn. Por ello Reichel ha llamado suero “liofili-
zado” al que se ha obtenido en esas condiciones. Esta pola-
bra es recomendable ya que sirve para sefalar la carac-

teristica mds notable del producto asi preparade, o sea su
solubilidad.
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PRINCIPIOS BASICOS
A) —VENTAJAS DE LA LIOFILIZACION

El secado al alte vacio es muy ventajoso per muchas ra-
zones, de las cuales las mds importanies se van a resumir:
(25), (135).

1} —Como va se ha dicho la liolifilizacién es un proceso
que se efeclla a bajas temperaluras. Esto es muy conveniente
para substancias tales como plasme humano, suero, bacte-
rias v en general substancias bioldgicas y farmacéuticas; ade-
mas a estas temperaturas la actividad bicldgica se retiene. Si
el secado se ha hecho en forma correcta, hay sueros que se
pueden quedar 5 afos sin sulrir ninguna destruccién a tempe-
raturas normales, mieniras que si se mantienen o -39, la cc-
tividad sigue igual, por un periodo de 10 c«hos o mds.

2).—Como el producto se va congelar no hay lormacién
de espuma a menos gue la congelacién se haya hecho a tem-
peraturas arriba del eutéctico. Por lo tanto conviene deter-
minar la temperatura del eutéctico y siempre congelar abajo
de éste.

3.—Debido a la baja temperaiura a que se trabaja, la
pérdida de cecmponentes voldtiles es muy pequena.

4} ~En la mayor parte de los casos, cuando se efectia
uha liofilizercidn, a pesar de que va ocurriendo una concen-
tracién debido a que se estd sublimando el solvente, el soluto
permanece homogéneamente, El residuo seco queda como una
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~~-estruciura ‘altamente poroso, ocupando prdcticamente el ‘mis-

mo espacio que ocupa cuande estaba liguido. EBsta es la
principal razdn por la cual se consigue, cuando se afiade agua
‘destilada, una selubilidad tan vapida v tan completa: como
ejemplo de eso tenemos ¢l plasma humanoe lietilizado que tiene
una avidez muy grande por ¢l agua vy que por lo tanto se
disuelve muy {&cilmente. La gelatina es uno de los ejemplos
mds notables; cuando se quiere disolver se necesita agua ca-
liente; la solucién se puede liofilizar convirtiéndose en un s6-
lido poroso que entonces es faeilmente scluble en agua fria.
Sin embcargo, no todas lgs substancias tienen esia alta velo-
cidad de disolucion, por ejemplo, antitcxinas globulinicas.

5):—-No hay coagulacidén, debido a que las moléculus de
soluto liene una posicidn fija que no llegan « perder en el
transcurse de la liofilizacidn.

§)~Bajo las condiciones tan drdsticas que hay en el sis-
tema, debide o la baja temperaturg, a lka cual se trabaja, es
dificil que haya desarrollo de hacterias o lermentaciones en-
zimdticas, Bs la Gnica {orma de oblener estreptomicina sin que
haya dichas lermentacicnes.

7.—Debido al allto vaclo que se lormea, habrd poco Oxi-
geno presente; ni siquiera los compuestos més fdcilmente oxi-
dables pueden sufrir cambios. El ccinenido de dcido ascorbi-
co del jugo de naranja secado por sublimaciédn se ha visto
que no ha disminuide a lo largo de todo el preceso. También
el contenido de los lipoides « lo largo de toda la liofilizacién
es constante.

B).—DEFINICION DE ALTO VACIO

El comportamiento de gases y vapores a presiones nor-
males es determinado por el ntimero de chogues entre las mo-
léculas que se encueniran en constante movimiento irregular
v las paredes del recipiente que las contiene con una veloci-

dad media que es funcién de la temperatura y el peso mo-
lecular. (3) (29).
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. 'ses es: com,pletamente dxstmio. Asi el coeficiente de trunsml-“‘*
'sxon de caler vy la v1scosldcxd que son generalmente mdepen-‘

"jqn de Ios gases perfectos- :

p nnT.......‘..m-p

vemos f(:tc11metne que dxsmmuyendo P dlsmmuye el numero-~
de molecula por unidad de volumen. . ° w ‘

v1ene dadcx

2 r 'ﬂ‘ "n G"?‘ . ‘._._ “-—h“" (43 DU

de cohsxc’m. N

Por ultlmo, tenemos que el numero de choque de las mo-
~léculas por unidad de volumen y por segundo, z v1ene dada:
por la ecucxcxon- - -

-__,_;.z;. 2 zw T VoW T T (_3\« |

De las ecuaciones (2) y (3) se deduce {acﬂmente que dxs-.
mxnuyendo el namero de moléculas dxsmmuye el nimero. de”
choque entre las moleculas aumentcmdo en ccxmblo la trcryec-v !
torm medla : ‘

Vamos a- calculcxr como e]emplo los valores de'z.y: 1 paror’-f
el caso del aire: que se estd descﬂomndo del aparato Supon- -

L medla de 0° o sea 273° R.

N
—

Pero cuando la pres1én bctjcr. el comporlqmzento de los guw;."‘ 0

dletnes‘. de la presxén en un alto vacio se: vuelven depend1entes R

. Por- otra parte, tenemos que la irayectorm hbre medxa‘_*"

en la cual tenemos que Les Ia trayectoma hbre‘ medlct, en eI “
“nimero de moleculas ‘por. umdad de: volumen y el didmetro

gamos que la presmn fmal es‘de 100 micras y ch temperaturd’( .



: 3 De'la ecuccién (1) tenemos:

"

s | . ;
me 04 X 4000 y b.04 Y0 . 354x 10" |

De la misma manera substituyendo en las ecuaciones (2)
vy {3), nos queda

¢ -

V2 T %254 X 10 345X 10 EF

. 00158 U

< = <& X (354x/0'5)3‘ x{3.45:</0"8}€

t

/4L Y P Ly X/0? '
\/i . Q’C’?SL O'&T - IL{Z ‘{ FO

Comparando estos resultados con los que se obtendrian
por ejemplo con Hidrégeno a presién normal y « una tempe-
ratura de 09, se ve la razdén por la cudl, el comportamiento de
los gases y de los vapores es tan distinta en el vacio que a
presiones ncrmales, Para ver clara la diferencia entre uno y

otro caso vamos a poner a continuacién los valores 1 y z para
el Hidrégeno.

1=1.87 X 105 cm.
z == 13.7 X 1(% choques por segundo.

Podemos considerar que nos encontromos en presencia
de un alto vacio cuando la trayectoria libre media es igual
a las dimensicnes del aparato. (39)
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(/)-—-SUBLIMACION Y FACTORLS _QUE LA REGULAN
: S (50) Y (49 ’ .
: ch subhmacmn cubre los cambios fisicos que se efectuan-
: :,cudndo uncx substcxncm pcxsc: del estado sélide al gaseoso . y
'despues* \‘U.C1ve offar vez dl” estado sohdo Se’ caractenza por.
Cla ausencia. de.toda fase. llqmda La temperatura o la cuclv
_la presién de. vapor del_‘ sohdo es igual ‘a la. presién de vctpor‘ '
'de a lase gaseoscrque esté en ‘contacto con dicho sohdo se -
“"‘llamct punto de’: subhmamon La pcdabra subhmamén se usa
" iambxen en- el caso en que solamente” se tcma en cuema la’
, ~vcrpor1zacxon del sohdo. La: velocidad de. subhmacmn depende v
. de 'una serie de factores, tenlendo cade uno de -ellos lar im-
- portancia. segin. eI caso de que. .,e trata. Estos factcres son
‘ ‘los siguientes: ' : L
‘a) —Flujo. de calor al sohdo.

Este factor.es de los. mas 1mportuntes sobre todo para md- S

}lermles sensibles al calor, tc:les como con los que se trabmo

 en esta tesis. Generalmente el’ sohdo se - encuentra ed hqscos:,‘ '

o charolqs, asi que. la transmlslén de calor °e va a hc*cpr a
j'traves de- ellos. : : )
' En una- hohhzqcmn se hace cuculcrr generalmente agua o .
algin otro. ﬂuido que va a calentar los frasces o charolas en
los cuales se encuentra la proteina. EsLe cale*ncxmxcnt se hace
, »"por conduccién a través de los 1ec1pxentes los cuales o suvez
van' a ‘conducir el calor hasta el hielo sélido. De alli el calor
»se transmxte husta la superficie- de hielo en dcnde se ‘estd
- eioctucmdo la subhmacmn 5i observamos los crrcrd1entes de
£ "temperatum, se puede poner la &nguxente ecuqcién de trans-

L "nusmn de calor en funcién de las resis‘encics: (75)

A N+‘&‘+R< +£
B en lq cual tes la tempercrtura del medlo cahente,. e tem-

peratura de la superficie de- suohmucxon, b"' coéflente de
transmxslon deI -calor del medxocqllente B espesor del recx-
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h]

- Plente que conhene la protemc, LA cdﬁdﬁétibilidd‘d"t'érfzii:’:‘c‘x"'

: _ 1 1 reczpzente, x espesor-de la capa de hie-
e k’s conductlblhdad térmica del ‘hielo Y /R cunhdcxd de g
alor que se va a transmitir.
T st ecuacion vemos que la: tromszmslon de- calor y
por-lo’ tanto la velocidad de subhmaczon depende de 4 resis-
tencias de las cuales Uh vy BfF son pequefias, mlentrus
',que. R v :x/ks son las que controlcm Por lo cual podemos
“decir que la veloc1dczd de trunsmisién de calor depende de 3
factores: 1) como se adhiere el sélido a las pcxredes 2) el es- -
_pesor del sohdo v 3) la conducllbxhdad térmica del sohdo Pe-
TO ;problcxmente el factor que mas afécta la transm1s1on de cq-
Jor sea el segundo, deI cual 1) hcxblcxr cxmphcrmente mds ade- C

Icmte

, b)r-’*VGlOClde de ccxmbm de esiado de la fcxse solida a
la” gase gasec»cr Nl temperatura constante : :

" Este iactor noe t1ene mnguna xmportancxcx

el —-—Velocxdad de. transporte” de’ lct zona. en que se. vapon- ’
26 a la zZong 'en que se va a condensar. : TR

Estct parte corresponde o un Droblema de flujo~ de flhidos.
Hay que advertir que el mecanismo de flujo difusional a tra-
" 'vés de una atmésfera inerte es el ‘proceso mds lento de todos -
y por ello se debe de evitar hasta donde sea ‘posible, Parcx ello
‘se va g tratar que la distancia del punto en donde se efectia :
la sublimacién hasta el condensader sea la menor pos1ble e
/‘.demcrs se va a usar una bomba de vacio. .

d) ~——Veloc1dad de cambio de gas a sohdo

Este proceso. tiene importancia solamenfe si se quxere ob-
‘tener una forma determmada de cristales. v

¢).—Flujo de calor en el hielo formado debldo a At con.
gelacmn ‘

Esta parte es de las mds 1mportantes vy una de Iczs que

’de ste. récipiente, R : 1051 istencia - Aérmicarenda; 1nterfa£e del -

'r'néts facilmente se controlan. Genemlmente en estos ‘cascs se

- usa un -medio cualqulera que produzca una temperatum lo

= mcxs boqo posible. .
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. DESCRIPCION DE UN' LIOFILIZADOR

Un liofilizador es un aparato que consiste esencialmente
“énlng ¢amdra, en una bomba de vacio y en un equipo de
refrigeracién. La cédmara tiene 6 placas, 3 en las cuales se va
a poner la proteina y las otras tres, que von a hacer el papel
de condensador. Ademds entre ambas hay una placa gruesa
‘de metal. ‘

Cuando se va « liofilizar una proteina se puede colocar
éstas, va sea en charolas ¢ hien en unos [rasces, los cuales
a su vez se van « poner en charolas. Cada procedimienio tie-
re sus ven'ajas y sus desvenlajas. Cuando se seca en cha-
relas I« humedad final es menor, puesto que el vapor de agua
que se desprende tiene una trayectorica mucho mds {&cil. Pero
ccmo después hay que pasar la proteina ya liolizada de las
charolas de los frascos entonces se puede volver a hidretar,
aunque la cantidad de agua de hidratacidn sea pecueha. Asi
trabajando con precauciones como la de tener un mechero
prendide v bajo una campanda, se vid que la humedad de una
proteina cuando trabaje en charelas v después cuando se en-
contraba on los {rascos era respectivamente de 2.45 v de 2%.
Por lo tanto no debe de tomarse demasiado en cuenia este
factor.

Tambidn hay que tomar en consideracién el hecho de
que los los frascos en su base no son parcleles a las placas
sino gue scn curvos v por lo tanto habrd una parte del frasco
que no esté en contacto directo con las placas. Por ésto en
la mayor parte de los casos la liofilizacidén se prefiere hacer
en charolas.

En la primera etapa del secado se puede lograr que el
suministro de calor seq constante. Para céleulcs preliminales
Greaves enconiré la siguiente relacién: 1 watt de calor seca-
v&¢ un ml en una hora.

El calor aplicade al material congelado produce una di-
ferencia de presiones de vapor entre las dos superficies, en la
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que se estd efectuando la evaporacién y en la que estd elec-

. tuando la condensac‘;én. Por analegia a la ley de Ohm pode-

mos decir:

Diferencia de presidén de vapor

=z gasto en volumen
obstruccidén al flujo

‘dado que el gasto en volumen estd directamente relacionado

con la cantidad de calor suministrader tenemos:

Diferencic de presidn de vapor

=K X Watt.
obstruceidn al flujo

La unidad de resistencia cbstructiva es acquella resisten-
cia que bajo una diferencia de presiones de 0.0l mm. de
mercurio permite el pase del vapor con el mismo gasto con
que pascaric si el calor suministardo fuera de un watt,

P W
— (8)
R 100

Vamos aplicar esta ecuacién a un caso prdactico. Sea la
presién linal de 0.12 mm. de mercurio; la temperatura de las
placas 40° y supongamos que sean 9 charolas las que vamos
a usar. (3) Greaves ha hecho una grafica en la cual se rela-

cionan temperaturas y calores. Asi a.40% corresponde una
cantidad de calor de 140 wat.

a).—Suero en charolas abiertas.
Despejando de la ecuccién (5) R, tenemos:

(‘2: A2 A 100 - 0.0K064 U O
140

Y como tenemos 9 charolas:

OolbY .
p 200096 M»wO./.cg,,&Yo/a,
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b).—Suero gque se éncue'ntrcz en botellas abiertas; sean

20 por charolas. .

) o MY se

Q: LI X 90 5775 M"o/c!wub/a*

156 )
" De donde se vé facilmente que es mucho mejer liofilizar
en charalas abiertas que en frascos.

Ya tué dicho que las placas inferiores del liofilizador se
usan como condensador del vapor de agua. Para el disefio de
un condensador se debe de tener en duenta estos deos {uctores:
a) —la temperatura « la cual va a trabajar, b).—la seleccidn
del relrigerante mdas correcto.

Generclmente la {emperatura del condensador se man-
tiene entre —30 y ~——40% 8i observamos una gréfica de pre-
sién de vapor conira lag temperatura se puede ver que como
electo condensador, las dos temperaturas son casi iguales. Sin
embargo se puede decir a favor de una temperatura més baja
que menos vapor de agua se va a la bomba y ademés se
logra bajar un pcco mds la presidén de vapor. Sin embargo,
es dificil escoger « los 409 un reirigerante que sea de veras
econdmico., Por lo tanto, o la bomba de vacio s2 le eguipa
cen un pequenc clarificador que vaya eliminando el agua vy
la humedad final se bdja, ya sea subiendo el agua de calen-
tamiento «l final del ciclo de secado o bien haciendo un se-
gundo secado en el cucal el condensador tenga un disecante
de baja presidén de vapor, tal como penidxide de [dsforo, gel

de silice. Por lo tanto la temperatura recomendada estd com-
prendida entre los

30° vy les —40° aungue per ningln ro-
zén conviene que sea inferior a estas temperaturas.

En cuante o la mdéquina reifrigeradora, el relrigerante
que se emplea es Freen 12. Su punto de ebullicidén es de

~=217¢ F. la cual es suficientemeate baja para la mavyor
rarte de los corsos.
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La bomba de vacio es una de la casa Stokes; es del
tipo de las rotativas, sumergidas y con sello de aceite. (57)
“El “objeto de esta bomba es primerc: eliminar el agua del
sistema hasta que se haya obtenido la baja presién deseada
y después (62) mantener esta baja presién, lo cual se logra
bembeando vapores no condensables, dire que se ha fugado
dentro del aparato, elc. ‘

Para hacer ¢l disefio de la bombu de vacio se debe de
tomar en cuenta:

a).—grado de vacio necesario.

b).—tiempo de bombeo

¢)—naluraleza v cantidad de vapores y gases que van
a ser tratados.

Es muy importante que todas las tuberias del vacio sean
impermeables a cualguier iltido exterior. Ademds conviene
que la cantidad de wccidentes en la tuberia sea lo més pe-
quefio posible, como codoes, etc. Ademds, conviene gue sean
lo més corto posible. (63)

Enire el liofilizader v la bomba hoy generalmenie una
seccidn en forma de U invertida; esto tiene por objeto el hacer
de trampa para evilar que los vapores pasen a la bomba. Se
tratard siempre que el clarificador esté cerca de Ia base de la
bomba y ademds constantemente se debe de revisar su nivel.

Cuando se va a efectuar una liofilizacién, lo primero que
se debe hacer es congelar el preducto. Como va se dijo, se
puede hacer la liofilizacién de dos moneras: ya sea que las
proteinas se encuentren en [rascos, o bien en charolas; tanto
en un caso como en el oiro, la congelacidén se llevd a cabo en
una paletera que tiene una temperatura de —30°. La congela-
cién consta de 3 periodos’. (48)

al.—S8e enfiia el material de la temperatura ambiente
a la temperatura de congelacién. Esta fase es rélativamente
répida, por la gran diferencia de temperaturas que hay entre
gl medio ambiente y el relrigerante.

b).—Cuando se llega al punto de congelacién la tempe-
ratura permanece constante. En este periodo una cantidad
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FIGURA 1.-——APARATO DE LIOFILIZACION
1.—Bomba de. vacio,
2. ~Ventanita por la cual se puede ver el termdmetro de la
parte internc.
3.—Mariposa que ayuda en el cierre.
4 ~—Mandémetro Mac Leod.
5. ~Aislamiento. . .
§.—Vd&lvula que permite la entrada del agua que va a fun-
dir el hielo.
7 —Vdlvula que permite la salida del agua.
8.—Termdmetro.
9. —Salida del agua de fusién cuando se desborda.
10.—Lugar en donde se rompe el vacio.




de calor conocida como el ccdor latente de fusién debe de
ser aplicado. ' i
¢)—Cuando todo el producto se ha congelado, la tem-

peratulct vuelve a bajar hasta alcanzar la temperatura del
refrigerante,

La ‘cantidad de calor total es igual: '

Q= WL (£ Dy o €y do o dy)

en la cual t1, 10 yt 12, son las temperaturas del aire ambiente,
la de congelacidén y lua del refrigerante respectivamente. Cpl,
v Cp2 son los calores especificos respectivos v W es el peso
de la solucidn que se va a congelar,

Aplicando esta ecaucidn « datos experimentales, tenemos:

= 23322 (09«63 32) e 424 4 44 (824 21]-

~ 10400 BT U

(l-(-[l)

Como no hay datos de Cp proteinas, éstos fueron toma-
des de varios alimentos y después se sacaron los promedios.

Después de haber congelado el producto, se pone en las
placas superiores del liofilizador, el cual se echa a andar.

La relacién que hay entre la temperatura de la super-
ficie del vondensador, el vacio necesario y otros factores de-
penden del coeficiente de transmisién de calor de la superficie
frice. Este factor depende de 3 variables: a).—gases no con-
densables que estén con el vapor de agucg; b).—naturaleza
de la superficie condensadoera, asi por ejemplo: es mejor una
superficie metdlica que una de vidrio; ¢).—Area de conden-
sacién y espesor de la capa de hielo de eslos tres factores el
que mds interesa es el primero, por lo cual se deber& evitar
hasta donde sea posible la presencia de gases no condensa-
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bles. Para los olros dos [actores se ha procurade evitarlo
usando superficies de una drea lo mds grande posible. Morse
(48) inclusive, ha propuesto und raspadora para que vaya eli-
minande el hielo a medida que se formea; con el inconve-
nienie” de  que un wparato asi seria sumamente dificil de
consiruir,

La presién de vapor del produclo correspondiente a la
temperatura a la cual se va o secar, determina la tempera-
tura del condensador. Per lo tanto, para coda temperatura
del preducte, hay ung temperatura del condensador determi-
noda, si se baja de esta temperahira, yu no se gana nada.
A medida que la liclilizacidn contintia hay un lmite en el
flujo del vapor, debido o que el vupor producide per las
capas interiores de la proteina sb6lida tiene que alravesar las
superiores, produciendo por lo tanto un flujo de vapor «
fravés de orilicios. De acuerdo a la ecuacidén de Napier (69)
cuando la presidn de vapor del condensador ez 55% la
rresidén de vapor de la superficie de! producto se obtiene un
flujo mdéximo.

Con el {in de poder electuar la sublimacién se necesila
suministrar ung cantidad de calor gue viene siendo el calor
de sublimacién. (17) El calor latente de sublimacién ilene un
valor mds alto que el calor latente de evaporacidn. Termodi-
ndmicamente el calor latente de sublimacién viene siendo
la energia necesaria para sublimay un gramo de agua o la
temperatura ambiente, con el fin de producir vapor; o sea
que es equivalente al calor latente de {usién del hielo mds
el calor latente de vaporizacién del vapor producide a esa
temperatura.

Ese calor se suministra en foerma de aguo que se hace
circular deniro de las placas. Al final del proceso se puede
Hegar inclusive a subir la temperatura del agua « 607 vy adn
a veces consideran que a 180" (17) la proleina en esas con-
diciones no se desnaturaliza, Estas condiciones tan drdsticas
no convienen y por ello la mdzxima tempercatura que se per-
mite es la de 40°.
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Con el fin de conirolar la presidén y la temperctura a

== iortdrge de tédo el proceso, se utiliza uncs termdémetros y un

mandmedtro,

 Para la temperatura se suele emplear unos termémetrcs
de metal que se colocan convénientemente en las charolas o
bien en los [rascos, generalmente une o dos por placa, de
modo que se¢ pueda ver o fravés de las ventanillas del lio-
filizador.

Para tener un conlrol sobre la baja presidn que hay en
el sistema se debe de medirla regularmente en tedo el pro-
ceso. Para ello se emplea todavia hoy, un mandémetro debido
a Mac Leod, (se construyd por primera vez en el afio de 1874).
Aungue hoy ya se han hecho varias medificaciones el princi-
pio sigue siendo el mismeo. (6], (15), (52), {7), (19). Este mand-
metro se puede usar fdcilmente desde una presidén de 1-3000
micras.

En el mandémetro Mac Leod se da la presion de los gases
no condensables Unicamente, principalmente la del aire; si
en el sistema hay gases no cendensables aparte del aire, éstos
no producen ervor, pero el vapor de agua o el alecchol si lo
hacen, a menos que el mandmetro esté muy bien disefiadc.
El mandémetiro Mac Lead consiste esencialmente en una caja
que se puede girar de una posicién horizontal o la vertical;
cuando yu se encuentra en dicha posicién, el manémetro ha
tomado unc cantidad de aire V « la presién P del intericr
del liofilizador. El aire asi tomado es comprimideo « la pre-
sién P siendo el nuevo volumen V. La presién P es la dife-
rencia en nivel de mercurio en el tubo del centro ¥ el tubo
que estd a la derecha. La ley de Boyle se usa para calibrar
la escala. (Ver la fig 2),

Durante la compresién, la relacién entra Py V se aplica
sclamente a gases no condensables; con vapores condensables,
tales como el de agua hay condensacién que hace subir al ni-
vel del mercurio en el tubo central, dando un resultado que en
realidad no existe. Con el fin de evitar éso se necesita poner
una trampa con un adsorbente conveniente para dichos vapo-



—-yes: fste-adsorbente necesita tener una presién de vapor me-

nor gue la minima gue se va a enconirar en todo el sistema.
Cuando la presién ha bajade convenientemente (100-

- 200° micras) entonces se puede considercr que la lofilizacién

ha terminade; v por lo tanto, lo Unico que queda por hacer,
es sacar 1os frascos o las charoless del liofilizador en condicic-
nes de esterilidad mdxima.




PARTE EXPERIMENTAL

El objeto de esia tesis que fué hecha en los laboratorios
Dr. Zapata, né mejorar el proceso de secado, va que la
humedad final era demasiado elevada. Asi en el caso de una
muestra de suero antiaalacrdn, la humedad linal es de 2.45%,
en el caso del suero antidiftérico 2.1% y en ol de la antitetd-
nica de 1.76%. En cambio en el caso de la glicina no alcanzé
una humedad final de 0%; pero este caso es una ex-
cepcién. Por lo general la humedad final esd comprendida
entre 1 v 2%: asi estas humedades se van o bajar a menos
de un porcientio.

Como ya se dijo en el capitulo anterior, ¢l condensador
es una placa de metal refrigerada mecdnicamente; pero se
ha visto que sustituyende esta placa por un disecanie qui-
mico se puede bajar mucho la humedad {inal: claro que en
este caso el costo del proceso qumenta considerablemente.
Por esta razdén se va a tratar de encontrar la humedad ade-
cuada para la substitucién de un condensador al otro, con
el fin de hacer que el proceso salga lo menos caro posible.

Para encontrar lo humedad conveniente, se determinar&
la humedad de equilibric ya gue cuando la proleina ha
alcanzado este valor, no puede tomer agua del medio cm-
biente; sin embargo este valor en el case de las proteinas
es demasiado elevado. Por esta razén se hicieron unas prue-
bas tomando ccmo factores el espesor deniro del frasce de
la proteina (o su volumen si el &rea es constanie), el tiempo
de secado, y las humedades finales cbtenidas.
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. Las humedades halladas fueron graficadas; asi se hi-

cieron grdficas de humedad contra tiempo « espesor constan-

te v gr&licas de humedades contra espesor a liempo constante.

o Enla serie de curvas de humedad contra Hempo se sa-

carca las derivados grdficas para encontrar la humedad co-
rrespondiente a un punio en el cual, la velocidad de secado
es baja. De este manera se encontraron mejor la humedad
para cambiar de condensader y ademds el mejor espesor den-
iro de los frascos.

b)——Descripcidén del aparatoe.

Como no se puede irabajar experimenialmente con un
liofilizador como el descrito en el copitulo anterior se empled
uno que estd al aire libre, usi gue los fracasos se pueden qui-
tar fdcilmente. Este liofilizador tiene como el anterior,
un cendensader y una bomba de vacio, pero en cambio, no
tiene placas. Todo el conjunteo va montads en una mesc.

[ste liofilizador consiste en un tubo de acero con unas
becas o salidas también de acere recubierias con tubo de
hule {aproximadamente 2 cm.) para que puedan entrar los
frascos. In nuesiro caso hay 16 bocas. Por el otro lado
del tubc de acero va ceneclado « una trampa de vapor que
puede szer de cristal o de metal, que se encuentra sumergido
en un termo que tiene hielo seco y alecohol que producen una

 temperatura de —78°, (Ver fig. 3).

¢)~Técnica operatoria.

La preteina con la cual se trabajé o lo largo de toda la
tesis fué un suero antidiftérico. Se hizo una solucién al 8.8%
en agua. Una vez que se ha logrado disolver el suero, éste
fué conservado ccn fenol (3 x 1000) y se filtrdé. Una vez fil-
trada la proteina en esas condiciones, ya es estable v ademds
queda rcco peligro de que se pueda ceagular.

Con el {in de tener un control ccmpleto, se hizo una de-
terminacién de la cantidad de nitrégeno y la cantidad de
proteina ccrrespondiente segin el métedo de Kieldahl, pero
cen la modificacién de Plegl (10), (60), que consiste en
usar como catalizador en la digestidn sulfato de cobre con

3&
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. FIGURA 3.———LIOFILIZADOR PARA EXPERIMENTOS.
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suliaio de potusio en una cantidad de .U72 gr. de selenio por
cada cinco gr. de muestra. Para la titulacidon se utiliza el
indicador de Jansen y Anderson que se prepara de la siguien-
te manerc: 100 ml. de solucién alcohdlica de rojo de metilo
al .133%, se afiade a una solucién alcohdlica de azul de
metileno al 12.5%.

La cantidad de nitrégeno se aplica la siguiente férmula:

of Ny = and glector xr00

M e £ f’ll“(cl-

- 12.6 YOOOS66LSY 1p0
o

A ®)
Para tener la cantidad de proteinas se multiplica por 6.25

L 43X 640+ & Sm(v).

Como ya se dijo antes, los frascos son iguales con una
capacidad de 100 ml. vy de boeca de 0.8 em.; los frascos fueron
llenados con la proteina en las siguientes cantidades: 10, 20,
30, 35, 40, 45, 50 mil. Se secd a los siguientes tiempos: 12. 186,
28, 32, 36, 45 hrs. De esta forma se obtuvieron las humedades
correspondientes a cado caso que serdn tabuladas més ade-
lante, '

Para montar un liofilizador del tivo que se acaba de
describir primero se congela el producte. La congelacidén se
puede llevar « cabo de des formas: 1).—por medios externos;
2)—por una evaporacién al vacio proceso que se conoce
con el nombre de “"autocongelacién”.

En el primer proceso se suele emplear como refrigerante
hielo seco ya sea cen alcohol, metil celosolve, o bien acetona.
El refrigerante va generalmenie en una céesula grande, y
le posicién de los frascos que se van «a congelar en dicha
cdpsula puede ser cualquiera de las siguientes:

a).—Los frascos se ponen horizontalmente.
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b).—Los frascos se ponen en fcrma de que hagan un
dngulo con la base de 'la cépsula, de modo que: el alcohoel
no pueda entrar « los frascos.

¢)-—Los f{rascos se ponen verticalmente de modo que
todo el producto quede congelado en lo parte inferior del
frasco.

d}~—Si no se puede usar ninguno de eslos tres métodos
ehionces s& usa ¢l métedo de "shell drying” que consiste en
ir girando el frasce ddndole la mayor inclinacién posible con
el fin de que el drea de evaporacidén sea el mayor posible. (25)

Fn Un proceso de sécado siempre conviene que el drea de
secado sea lo mayorposible y el espesor, el menor, por lo tanlo
el método que mds nos conviene, es el Gltimo. Sin embargo, se
utiliza-el método c) con el {in de tener condiciones constantes.

El proceso de autocongelacidn consiste en una evapora-
cién al vacio. Pero si la proteing se pone directamente bajo
un vacio haria espuma. Se puede evitar la {ormacién de es-
puma de 2 lormas: yo sea por degasificacién, o bien por
congelacién por centrilugacién. (32), (33), (28), (Z5)

La degasificaciéon consiste en hacer el vacio lentamen-
te hasta un punto tal, que empieza « hacer espuma. En ese
momento ya no se sigue aumentando el vacio, sino que se
deja todo el sistema por media hora, tiempo suficiente pura
que salgan los gases. A continuacién se disminuye mdas la
presién y se repite este proceso hasta que poco a poco se
lega a la presién final de 2.5 a 1| mm. de mercurio; en ese
punio ya no habrd problema con la espuma y la congelacion
se efecluard inmediatamente. De esta manera se logra con-
oelar sin el uso de ningtn refrigerante.

Por el método de congelacién por centrifugacién se hace
girar la botella a una velocidad de 900 r. p. m. en un cuarto
que estd a —78° De esta lorma se cbtiene un cono dentro
de la botella, el &rea de evaporacién cqumenia grandemente
v el espesor se hace menor.

Después de que se ha congelado el producto, los irascos
se conectan a las becas del tubo de acero; este proceso con-
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. viene que se haga lo mds rcrp1dczmente posible, ya que muy
tacilmente sé funde la proteina. Cuando empieza el proceso
de secado, al cabo de unos quince minutos, el frasceo se ha
recubierto de una capa de hielo en la parte externa la cual
nos indica que el proceso va bien. Pero si hay {usidn. entonces
ésta se puede deber a dos razones, una que la congelacién
no fué suficiente, o bien que enlra dire al sistema; éste ullimo
gse puede saber porque enionces la bomba hace ruido. A me-
dida gue transcurre ¢l tiempo, la capa de hielo va cayendo, y
para suber cucando acabd la liofilizacién lo dnico que hay
que hacer os agarrar el fra%co en su parte inferior o sea donde
esté la proteing, si estd o la temperatura ambiente se puede
tener la seguridad que la liofilizacién ha terminado.

A medide que la Holilizacién va pasando, se van sacando
los hrascos de acuerdo a los tiempos especificados anterior-
mente, Cuando se va a sacar un frasco se debe de evitar que

)

eniras el aire, puesto que esto aumentaria la presién, por eslo,
enire el frasco v la hoca se coloca una pinza y después de
sacar el frasco se pone un tapdn de hule al gue se ha untado
con un peco de glicering; en general es convenienle poner gli-
cerina en lodos los tapones del sistema, puesio gue el vacio
los chupa para adentro, haciendo mds hermético el vacio.

Aqui el caler se suminisira por el aire que circula por el
cuario de liofilizacién., Cuando se van a liofilizar frascos con
volimenes bastante grandes, con el fin de evilar que se funda
la proteing, conviene que al principio del proceso se meta toda
la mesa con el liofilizador en una cédmara fric. La cdmara
tenia una temperatura de 5° y el tiempo en que se dejd en
ella fué de 24 horas. Después de este tiempo se sacd el liofi-
lizader v se fueron sacasdo los frascos, segin el tiempo espe-
cificedo ~n cada caso.

Determinacién de humedades en ¢l praducio final:

Para la determinacién de humedad final en el producto

va seco, se tiene varios mélodos que a continuacién se van a
mencionar :
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1) —Destilacién con tolueno, (57)
2.—Horno al vacie (18) (27)
3)—Método de Karl Fisher. (70) (45) (46)

4).—Con pentdxide de fdstore al vacio. (18) (27)
“5Y—TFEstula con aire caliente, (27)

De estos métodos el que se usd fué el tltimo por ser el
“mds sencillo v el mds econdmico; pero tenia el inconveniente
de que es bastante inexacto. o

Lo téenica seguida para la determinacién de humedad es
la siguiente: Se pone « peso constante un pesaliliro entre 100
y 110° en una estula; s¢ saca el pesaliliro. Cuando ya estd
frio se pesa una muestra de 1 gr. de proteina seca general-
mente la cual se vuelve a poner en la estula por una hera has-
ta peso constante. Se sacq, se vuelve a poner en el disecador
v despueés se pesa. La diferencia en pesos viene siendo la can-
fidad de humedad.

Determinacion de ke humedad de aquilibric de wna profeing
{63)

Para determinar la humedad de equilibrio lo primerc que
se debe de hacer es determinar la temperatura del bulbo hi-
medo vy la del bulbo seco en el cuarto de liolilizacidén ya que
alli es donde se va a trabajar, Con estos dalos se wva a de-
terminar la humedad gue hay en el cuarte de licfilizacidn.
Los resultadeos que se obuviieron fueron los siguientes:

Temperatura del bulmo himedo == 21.57,

Temperatura del bulbo seco == 24.0¢.

Para la presién de México de 585 mm. de presién se en-
cuentra la humedad relativa por ciento correspondiente. Se-
gin Urbina la humedad correspondiente es de 78%.

A continuacién se busca ung substancia tal que, puesto
en un recipiente de lugar a una solucién scbresaturada que

ejerza- o la temperatura de 20°, una humedad relativa de
78%. (53]
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Este recipiente cque conviene que sea grande o mds bien
ancho se clooca sobre un vidrio. Al lado de la cdpsula se pu- -

- sleron 4 pesaliliros con la proteina a la cual se le va a deter-

minar la humedad de equilibrio; éstes pesadiltros también con-
vienen que sean anchos v su peso se debe de saber exacta-
mente. El conjunto se tapa con una campana grande, tratan-
do de cerrar el sistema lo mejor posible.

La solucién usada fué de tiosullato de sodio SH O, cuya
solubilidad es en agua de 70g/100 ml. Asi que para tener la
solucién sobresaturada se pesaron aproximadamente 100 gr.
de agua tiosuliaio.

Como ya se dijo antes, se pesuron 4 muestras de proteina
con un peso aproximadamente igual en los 4 cusos; los cua-
iro pesaliliros fueron puesics en el apwrato anies descrito,
siendo sacados, respectivamente a las 24, 48, 72 y 96 horas.
Las humedades lueron ccalculadas por el siguienie método:

Los resultados obtenidos estdn en la siguiente tabla:

Tiempo en horas 24 48 72 96 98
Humedad en lbs. aguca/lbs. agua
mas lbs. sélido 23.4 27 30 30 31

¢).—~Resultados ohienidos

Les resultados obtenidos fueron los siguientes y serdn ta-
bulados en las siguientes tablas:

TABLA NUM. 2
FRASCO VOLUMEN ESPESOR
Numero m] cm.
1 10 0.936
2 20 1.425
3 30 2.06
4 35 2.3
) 40 2.78
6. 45 3.0
7 50 3.4

42



A continuacién se van a poner: lus tablas de liempo con-

tra humedades a espesor constante, Las humedades se van «

TUdar tanto on base séca como. en base himeda, mientras que
el tiempo en horas.

TABLA.NUM. 2
Espesor 0.936 cm.

Frasco.  Tiempo H. Himeda H. seca
1 12 4.5 4.7
1. 16 3.9 3.8
1 28 1.7 1.62
1 32 - 1.82 1.55
. 36 1155 1.55
r..-. 45 - 185 1.55
TABLA NUM. 3
Espesor 1.425
Frasco Tiempo H. hiimeda H. seca
2 1z - 72 -~ 250
2 18 4. 94: 4.7
2 28 215 2.15
2 32 1.8%5 1.55
2 36 : 1.56 1.35
2 45 1.55 1.55.
TABLA NUM. 4
Espesor 1.425
Frasco Tiempo H. humeda H. seca
3 12 74 285
3 16 43.7 78.5
3 28 41.1 70.0. -
3 36 4.15 4.33
3 43 1.63 1.63:
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eErasco . . Tiempo .

TABLA NUM. §
‘Egpesor 2.5

H. himeda
3 32 6.15
4 12 76
4 28 57
i 32 20
4. 36 5
4 45 1.63
TABLA NUM. &
Espesor 2.78
Frasco Tiempo H. hilimeda
5 12 78
5 28 51
5 32 30
5 36 46
3 45 3.15
TABLA NUM. 7
Espesor 3.0
Frasco Tiempo H. hiimeda
6 12 79
6 - 16 73
6 28 67
6 32 57.5
6 36 48
6 45 35
TABLA NUM. 8
Epesor 3.4
Frasco Tiempo H. hiimeda
7 12 80
7 16 78

44

H. seca
6.55

317

170

132

35
25
1.63

H. seca
355
156
100
85
3.15

H. seca -
376

270

200

135
92.5
54.2

H. seca
400
355



oo

300

200

10




og 70 235

7

7 2 1.5 160
s 880 - - 5901 110
7 45 445 80

Los resultados tabulados fuerton graficados. A partir de
estas grdficas se obtuviercn las curvas de velocidad de se-
cado, derivandolas con respecto «l tiempo. Una vez encon-
tradas estas velocidades, los valores de éstas fueron grafica-
das contra el tiempo v contra la humedad.

A continuacién se van a tabular los valores de estas ve-
locidades. Las unidades de la humedad van ser kg. agua kg.
agua mas kg, solido seces, las del tiempeo horas v las de la
velocidad kg agua /kg agua mas kg solidossus horas.

TABLA NUM. 9

Curva de secado 1

Frasco Tiempo Humedad dH/dT
1 -0 12 1007 15 82.6
112 12% 15 5 16.0
1 12% 16 5 4.7 0.0925
116 28 4.7 1.6 0.186
128 45 1.6 1.6 0

TABLA NUM. 10

Curva de secado 2

Frasco Tiempo Humedad dH/dT
2 g 15 1007 25 63.2
2 152 17 25 B 8
YA 17 28 5 2.15 0246
2 28 32 2.15 1,55 0.5
2 32 45 1.55 155 0
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F_rasco

G LD L Lo

Frasco
4

[ S - S

Frasco
)

Wy U Yt on GnoLn

. Tiempo
152
16Y2
28
31
33

TABLA NUM. 11

Curva de Secado 3

15,
162
28
3114
33
45

TABLA NUM. 12

Curve de Secado 4

Tiempo

13%
133%
17Y:z
28 .
302
312
33

36

0
17,
28
30V
31
33
36
45

TABLA NUM. 13

Curva de Secado 5

Tiempo

0 13V
132 15%
15% 18
18 28
2.8 32
32 332
33 36
36 45

Humedad dH /4T
1007 90 61
90 74 186
74 70 0.348
70 20 14.3
20 43 10
4.3 1.7 0.021
Humedad dH/4T
1007 218 57.5
218 152 14.8
152 133 2.0
133 87 18.0
87 57 25.0
57 17 13.9
13 5.25 3.25
5.25 1.63 0.4
. Humedad  dH/dT
1007 285 54.3
285 200 30.6
200 172 114
172 156 1.57
156 100 . 140
100 57 28.7
57 15 11.3
15 1.5 1.32



- TABLA NUM. 14
. Curva de Secade 6

| TFraséo | Tiempo - Humedad  dH/dT
B 0123 2007 350 52
TR A2 1T 3500 285 197
28 265 200 5.3
32 200 138 155
136 138 82 11.5

45 92 3.2 4.2

TABLA NUM. 15
Curva de Secado 7

“Fraseo  Tiempo Humedad dH/dT
A R ¥/ 1007 400 50.5
7012 - 13% 400 355 257
70 13% 28 355 234 8.5
7. 28 32 234 160 18.5
732 36 160 116 12.5
7 36 45 116 80 3.3

d).—Discusidén de resuliados.

Consideremos el caso de un cuerpe perose, tal como lo
es la proteina que se va a lofilizar. Durante la liofilizacidn:
esia proteina estd en contactie con el aire ambiente o con
aguc caliente; tante en un caso como en el otro, el caler que
se va «a suminisirar es para la sublimacidén gracias o unc
transmisién de caler. Con el fin de estudiar el proceso de
secado vamos « considerar la grélica de dH/dT contra H.

En el transcurso de un proceso de secado, la curva ob-
tenida se puede dividir en cuairo regicnes muy caracteristi-
cas: (1) (6)

al—Un periodo inicial, en el cual la velocidad de seca-
do puede aumentar o disminuir rdpidamentie del valor inicial.

b}.—Este periodo en el cual la velccidad permanece cons-
tante por eso se llama periode de velecidad constante vy la

humedad que se tiene ol {inal de este periodo ze Hama hu-
medad critica,



¢).—En este periodo la velocidad de secado baja consi-
derablemente cuando disminuye la humedad.

d).—Este perfodo sigue inmediatamente al anterior, y
muchas veces no se distingue claramente del anterior, cunque
en la mayor parte de los casos, la velocidad de secado es

: dlstmtcx en log dos casos.

Los periodos 3 v 4 reciben 01 nombre de periodos de ve-
locidad decreciente,

El primer periodo se caracteriza por ser un periodo en
el cual, el régimen todavia no es constante, puesto que todo
el conmnto trata de ojustarse a la temperatura més caliente,

Al principiar la liofilizacién, ¢l color se transmite hasta
la superficie mds Iria, que el resto de la masa, va que ademds
de estar congelada la proteina « tan baju temperatura hay
que tener en cuenla el allo vacio. Este calor eleva la temps-
ratura de toda la proteina o un valor tal, que va se puede su-
blimar el hielo. Ese calor, ademds va « a hacer que la tempe-
ratura de la superlicie de la masa congelada aqumente. En
este periodo, la evaperacién del hielo se debe a la diferencia
de potenciales que se establece enire la presidn de vapor de
la superficie del condensader v la que hay en la proteinc.

A medida que continta la liofilizacidn qumenia la tem-
peratura superficial, v al cumentar esta temperatura qumenta
la sublimacion, disminuyendo ademds, la velocidad de trans-
misién de calor. Después de un tiempo que es relativamente
corto, la cantidad de calor que se transmite del aire al frasco
es igual a la que se necesita para que empiece a [undirse el
hielo externo del frasco, se mantenga la temperatura del fras-
co constante y se suminisire el calor necesario para la subli-
macién.

Cuando la velocidad de sccado se ajusta o un valor cons-
tante, pasamos al segundo periodo que se coaracteriza princi-
palmente, porque la tempercatura de toda la preteina es cons-
tante. Este periodo sigue, mientras que haya hielo superficial
que se va a sublimar.

Cuando ya no se puede sublimar a la misma velocidad
con la cual se sublimd en los dos periodos anteriores, enton-
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ces llegamos o los periodos 3 y 4. Estos dos periodos se llaman
de velocidad de secado decreciente y como su nombre lo
indica, se caracterizan principalmente por una disminucién
considerable en la velocidad de secado. También dependen.
segun [Gcilmente se puede ver en las gréficas del espescr de
la proteina.

Segun ya‘:se dijo, el pericdo de velocidad decreciente
“empieza en la humedad critica v termina cuando se ha alcan-
zado la humedad final. Cuando 14 humedad linal es superior
a la humedad critica, entonces todo el preceso de secado ten-
dré exclusivamente un solo periodo, el de velocidad constante.
Claro que esto seria un caso ideal, pero muy rora vez se en-
cuentra.

El periodo 3 se caracterizg principalmente por una dismi-
nucién del hielo en la superficie. En la mayer parte de los
casos, este perfodo se caracteriza per una relacidn lineal en-
ire el hielo que se va « sublimar vy la humedad.

El periodo 4 se debe a que hay una disminucidén de le
difusién del vaper de equa. & medida que disminuye el con-
tenido de agua, s¢ alecanza un punlo critico tal en el cual la
resisiencia o la difusidén interna es mavyor que [« resistencia que
presenic la suvperficie para la eliminacién del agua. En cual-
quier preceso de secodo uno cualquisra de estos dos procesos
es el gue cantrola.

Los factores que alectan la velocidad de secado sobre
todo si se trata de una liolilizacién, pueden ser de dos tipos;
les relacionados con la transmisién de calor del medic ca-
liente « la preieina o los relacionados con la velocidad del
flujo de vapor de agua de la proteina «l condensador. En
cualquier preceso en que va a haber un flujo hay una regle:
general que supone que la cantidad de masa o energia por
unidad de tiempo es directamente proporcional o la diferencia
de potencial que origina el flujo e inversamente proporcicnal
a la resistencia que se opone « dicho flujo,

En el caso de la transmisién de calor. la diferencia de
potencial es la diferencia de temperaturas que hay entre la
fuente de caler (el aire que hay en el cuarto de liofilizacién) y
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el condensador y la resistencia comprende factores, tales co-
mo la pelicula que hay entre el frasco v el medio caliente, lu

~gonductibilidad del vidrio, la resistencia que se establece al

flujo del calor, por el hecho de que la proteina no estd en
intimo contacto con el vidrio del frasco. -

En cambio, la diferencid de polencial para el vapor de
cgua se puede considerar que se debe a la diferencia de pre-
sicnes que se eslablece enire el condensuador v el frasco. La
resistencia al flujo del vapor es una funcién de la porosidad
de proteina, obstruccion que presenta la boca de la botellq,
el tamano y forma del secador. (63)

Aungue en la licfilizacidn hay que tomar en cuenta todos
eslos factores, es sélo uno el que en realidad controla, hacien-
do el electo de los demas cusi despreciable.

El suero aniidiftéricoe empleado, cuando se congela en
un [rasco, tiene el aspecto de un sélido blancoe amarillento,
homegéneo, ocupande cierta altura dentre del frasco. Como
en la congelacidén hay clerta expansién, el suero congelado
ejerce una presion contra la pared del frasco. Cuando se em-
picza 1o liofilizacién la primera capa en eliminarse, es la su-
pericr, pero o medida que va continuando la lioflilizacién, va
bajando el plano de sublmacién; pero también hay una su-
blimacién del hielo que se encuentra cerca de la pared. (69)
En la al'ima etapa del secadoe v sobre tedo, si el espesor es
grande, el vapor de agua que proviene de una capa de hielo
de la parte inlerior del {rasco, llega mds {dcilmente a un planc
cercano a la pared, subiendo alli a To Targo de toda la pro-
teina va seca y elimindndose en esta forma. Asf la dltima
parte del hielo que se va « eliminar se encuentra cmpletamen-
te rcdeado de la proteina perosa.

Con lo anieriormente dicho, es i&cil suponer que la re-
sistencia que se opone, tante al flujo del caler como al de
vapor, cambian a le largo de todo el proceso; como se ha
formado un cuerpo porcso, el calor debe transmitirse o través
de este material v el vapor dilundirse por él, con el consi-
guiente retardo de ambas transmisiones.
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Es dificil determinar cual de fodos les {actores antes ci-
tados es el que tiene mayor influencia; pero se puede supo-
ner que el que controlg es el de la transmisién de calor, ya
que éste tiene influencia doble en la liofilizacién, per una par-
te regulando la transmisién de calor y por olra el Hujo del
vapor. Aunque parezca contradiccion que el flujo de calor
tenga influencia sobre el de vapor se debe -al hecho de que
debe haber una relacidén exacta entre la velocidad de transmi-
gién de calor v la de sublimacién dal hielo. Si ésta se eleva
mds allé de un valer convenlente se tiene el peligro de que la
proteina se lunda, pero se tiene la ventaja con ello que se
ebliga al vapor de agua o salir por la beca del recipiente. Por
lo tanto, en el proceso de la lioflilizacion es fundamental cen-
trolar el calor que se va o suministrar.

En el periodo de velocidad constante, ] producte se en-
cuentra muy por abdjo de los cero grados, si no hay fugas de
dire en el sistema, podemos considerar que la presidén esté
comprendida enire 400 y 3000 micrones. En la primera etapa
de la liclilizacién aparentemenie la proteina se funde, aun
cuando la proteing estd bien abajo de los -—17 Sin embargo, si
se observa dicha proteina bien, se notard {Gcilmente que se
mantiene perfectamente sélida. Con tedo, éslo es peligroso v
per ello se trabaja en este periodo « bdjas temperaturas. En
este trabajo en las primeras 24 horas, todo el liofilizador fué
puesto en una cdmara de —5°¢

En el segundoe periodo, o sea el de velccidad decreciente,

la presién baja considerablemente, llegando en la mayor
parte de los cascs a 100 micrones vy alin menos; con un di-
secante la presién todavia puele ser mener, por ejemplo: el
sulfato o el perclorato de magnesio. Unc temperatura del con-
densador de —40° es adecuada y la tempesratura del pro-
ducto se puede subir a 60° aunque esto iiltimo no ccnviene
puesto que podrig perjudicar a la proteina. En este trabajo la
mdxima temperatura con la cual se trabajd, fué el ambiente o
sea alrededer de 20°.

De las varias curvas de secado de Humedad conira tiem-
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o que tenemos, vamos a seleccionar una tipica, por ejemplo,
la nimero 3; en clla muy fdcilmente se pueden ver todas las
eiapasdelsecado, asidel punto A al punto B, nos enconira-
mos en presencia de un periodo de velocidad constante, ya que
la humedad baja uniformemente con ¢l tiempo. De B a C la
humedad todavia baja un péco, pero de C a D, va casi la hu-
medad permanece constanle. Eslos dos periodos vienen sien-
do los de velocidad decreciente. A partir del punto D, la hu-
medad vuelve g hajar considerablemente hasta llegar ol pun-
to E; esle perlodo viene siendo el que hemos llamade de ré-
gimen no cousistente, o sea el primero. Es decir, que en este
caso se puede notar {dcilmente este periodo. De ¥ a F, tenemos
otro periodo de velocidad constanie, va que la humedad vuel-
ve abajar linealmente con el tiempo, y por tltimo, de Fa G v
de G a H, la velocidad ya casi permanece constante,

De lo anteriormente dicho se ve que estamos en presencia
de varios ciclos de secado; lo cual nos indica que acabando
un ciclo la preteina ha perdido una molécula de agua, o bien
varias de un grupo, termingndo con un ciclo de secado inme-
diatamenie empieza el sigulente., Para llegar a una humedad
final de 0% se tendrd gque pasar por una serie infinita de
cicloz de secado; por esio es précticamente imposible alcan-
zar estas humedades tan bdajas,

Exactamente lo mismo que se ha dicho con respecto a las
carvas de humedad contra tiempo, se puede decir de la velo-
cidad de secado contra tiempo (dH/dT vs. T.) v las de veloci-
dad de secado contra Humedad. (dH/dt. vs. H.). En la pri-
mera vemos précticamente que la velocidad de secado per-
monecs constante hasta llegar a las 16 horas con un valor
de 62 kqg. de agua/kg. agua mds kg. sélidos secos, hora. En un
intervalo de tiempo pequefiisimo esta velocidad baja muchisi-
me hasta 0.348 permanciendo constante en este valor hasta
las 28 horas, en donde empieza el segundo ciclo de secado yue
es igual al primero, sdlo que en este segundo ciclo, la veloci-
dad de secado en el ciclo de velocidad constante, ya no es
tan elevada como en el caso anterior.

En lo que se reliere a las graficas de dH/dT contra H
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podemos observar gue la velocidad permanece constantte has-
ta un punto tal en que la humedad ya ha bajado considerable-
mente. De alli en adelanie tenemos que la velocidad decrece
~rapidisimamente hasta un punto ted, en que vuelve a subir,
lo cual nos indica que yu empezoé el segundo periodo. Inclusi-
ve en la curva Nam. 5 de la serie de las de dH/AT vs. T se
puede ver un tramo de ki curva correspendiente al primer
:beriodo o sea el anterior o de velecidad constanie.

Hay un valer diferente de dH/dT para cada espesor
en el periodo de velocidad constante. Ahora bien, cuanto mayor
sea el espesor, menor serd el valor de dH/dT; evidentemente,
que lo que més nos conviene es un valor de dR/dT lo mas
alte posible, sobre todo en el periode de velocidad constante.
Asi que, tedricamente el mejor espescr es el primero o sea el
de 0.93% cmn. yoa gque o las 12 horas va tenemos una humedad
de 5%; pero no siempre se puede trobajar con un espesor
tan bajo.

Si observamos las tablas de Humedades contra tiempo
veremos que bara’ cada espesor hay unoes puntos crificos di-
ficiles de determinar cerca de los cuales la proteina combia
de aspecto v de estado lisico, ademds. Asl en el caso del es-
pesor de 1.425 cm. a lus 12 horas, la humedad es de 250%,

mientras que d las 16 es de 4.7, & sea gue én un intervale de
4 horas la humedad ha bajado muchisime. Cuun el espesor
es de 2,78 em. la humedad es de 85% o las 36 horas, mientras
que a las 45 horas, la humedad e« de 3.14,

El aspecio de una preteina hosta con un contenido de
humedad de 20%, es todavia de un polvo de color blanco.
De 25% a 40% el suero tiene el aspecto de una pasta de color
caié muy pegajcso mientras que de 40% en adelanie es un
liquide de color café muy viscozo vy muy espaso. Por lo tento,
en un intervalo de tiempo, cambia per completo el aspecto 11
sico de la nroteina.

En general, si observamos las curvas de secado (las de
humedad "contra tiempo) tienen una forma parecida a las de
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cambio de estade, ¥ ello se debe a que hay un verdadero
”camblo de estado en la proteina debido a la sublimacién.

Otras cosas que también se deben notarse, es que la
~prefetna aleanza un valor minimo después es muy dificil
‘sino imposible hacerla bajar. Esto es clerio sobre todo para
los espesores menores en que la humedad minima alcanzada
fué de 1.55%.

Y por tltime los dos periodos de velocidad decreciente
cambian de aspecto, cuando lo hace el espesor de la proteina.
Cuando es espesor es chico todavia, el segundo periodo es el
que conirola sobre el primero, o sea que es lu difusién la que
centrola. Pero cuando el espesor ya es mayor entonces as el
primer periodo el que controla sobre el segundo.

e).—Cambios que ocurren durante el secado por sublima-
cién,

Los cambios que puede haber en el preducto que se va a
liofilizar, son los siguientes: (23)

1) —Fisicos.

2) ~—~Quimicos

3} —Inmunolégico:

4) —Pérdide de la actividad bioldgica.

La principal caracteristica de los productos liofilizados
es su solubilidad; ésta cumenta considerablemente sobre fo-
do en los soles liolilicos.

En cambio, los cambios gquimicos muy poco se ha podido
notar, practicamente no hay hidrélisis, ni por supuesto alguna
reaccién quimica.

Inmunclégicamente, hay pocos cambios en los sueros o
antigenos. Asi se ha podide mantener intacta albimina de
huevo por 4 é 5 ahos.

Generalmente, hay pérdida de actividad biolégica Gnica-
mente en el caso de los virus; pero va en el almacenamiento ya
no hay pérdida de dicha actividad. En cambio, en el caso de
otras substancias, tales como enzimas, hormonas, penicilinas,

no hay pérdidas durante la liofilizacién ni durante el alma-
cenamiento posterior.




SELECCION DE DESECANTE

Con el lin de bajar la humedad final del producto obteni-
do, se suele usor un desecante. En este irabajo se hicleron
pruebas con tres de ello que a continuacién se van o men-
cionar: (20)

a)—Drierita

b)—Gel de silice

¢) ~—Pentéxido de fdslore.

Aunque a veces también se han utilizado otros desecan-
tes tales como el perclorate de Magnesio, el 6zido de bario.
En este caso ni siquiera se probaren, puesta que resullarian
econdmicos,

Un desecante solide deberd lener las-siguientes caracte-
risticas: (54)

1) —El vapor de agua se adsorba rapidamente, o sea que
tenga alta aclividad.

2).~lLos desecantes deben ser facilmente regenerables.

3).—El desecante no debe de volverse pastoso ni liquido

a lo largo de todo el secado.

4).~La resistencia al flujo del gas o del vapor sea mini-
.

5)—E] desecante no cambiard de volumen durante la
adsorcidn, tendré una densidad aparente elevada, es qui-
micamente inerte, no es téxico y ademds debe ser harato.

El carbén activado, la gel de silice, v la alimina son
de los adsorbentes que tienen sus propiedades de adsorcidn
en la superficle y que se deben a una condensacién capilar;
en cambio, ¢l sulfato de calcio, el éxide de calcio, el éxido de
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magnesio, y el perclorato de magnesio, son de los adsorbentes
que efecticm una reaccién quimica sin perder su estructura

Cowlerid e

rigide, .
El primero de los desecantes citados, es la drierila, o sea
el Bullato de calcio anhidro que se obliene sencillamente
por deshidratacién completa del hemihidrato o del dihidrato
a una temperature inferior a 300°. Si se sube mucho la tem- -
peratura de esle valor, se corre el peligro de que. posterior-
mente la drievita yo noe adsorba mdés aguca. Después de la
deshidratacidn queda una masg en forma de poros con una
resistencia mecémica suliciente pura sostener su propio peso.
Si se parte del yeso, la reaccidn es:

Ca 50472H,0 » Ca 504 4+ 2k,0

4
<
5i se parte del hemihidrato, la reaccién es:

Ca 504 /) Hyo p > (e 504 + Hy©

La tempecariura empleada fué de 230 o 2507, temperaturas
que son suficientes para la deshidratacién, El material asi des-
hidratado es pasado « un desecador, (ya previamente seco)
que contiene una porcién del mismo material ya previamente
seco. Bl material uwna vez frio ya, se puede usar, pero al ma-
nejarlo, se debe evitar en lo posible el contacto con el aire
humniedo.

Las principales propiedades son las siguientes:

1).—De acuerde a la reaceidén quimica del suliato de
calcio con el aguda, vemos que el rendimiento de ésta es bajo
cuando va a dar el hemihidrato.

La 504_ - 7-24 //,30
B q

5 Ca 90q '/%HJO




. de sulfalo de caleio por kg. de agua.

o sed que se necesitardn 136 kg. de CaBSO4 por cada 8 kg

>

Pero como la regeneracién ne es completa, se suele consi-
derar Ginicamente un 75% de la eficiencia total.
o 15.1/0.76==20 kg. de CadO4

En una liofilizacién se trabaja con 9 charolas con 3 litros
cada ung, con una solucién de suero al 10%; per lo tanto, te-

nemos 27 H. al 10%, vamos a tomar como base de los cdleu-
los los sélidos secos.
27000 — 2700 == 24340

Como la segunda liolilizacién se va « empezar con 5%

de agua el peso que se va o tener en este caso, es el siguiente:
2700 = 2700 X 4.05 =
2700 -+ 135 = 2835 gr. totales.

La reaccién guimica por la cual se va a producir ¢l he-
mihidrato es exotérmica, y por lo tanto se vid que la capmcidad
mdxima cantes establecida se debe de reducir o la mitad.
Por lo tanto, nos quedard que por cada kg. de agua se nece-
sitan 40 kg, de suliaie de caleio. 5i se excede la capacidad
anterior, se tiene que la velocidad de adsorcién baja mucho;
ademads, el nimerc de veces que se va o emplear el sullato de
calcio conviene que seq mdxima, por elle se debe de procurar
le elevaeidn de la temperatura sea la menor y que la contidad
de sullate de calcio la mavyor. Por esta razén vames a reducir
la capacidad o un cuarto de la tolal, o sea que por cada kg.
de agua que va a ser adsorbida se va a necesitar 20 kqg. de
sulfate de calecio.

Como se tenian 135 gr. de agua que se va a eliminar, nos
guedard lo siguiente:

0. :2_,1;,&? Hiox @O f)P\j,a{.z Ca Sog _
V/*qu}, ola Hso B

(0.3 JLJ d (o504
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2) ~—La drieriter es de los mejores desecantes en lo que
se refiere a velccidad de secado.

3)—La regeneracién se suele hacer a una temperaiura
de 200 — 250° (5). .

2l vapor de aguc en el desecante es
mucho mejor que en el condensador del proceso “Lyophile”

Esto se debe o que en el sullato de calcie hay mucha mdés
drea de {ijacidn, puesto que inclusive dentro de él hay fijacién
vy adsorcién. Con ello se svita el trabajar a tan altos vacios.
Asi en esle proceso cuando la presidn ha bajado a 1 mm. de
mercurie ya empieza ¢ haber liofilizacién. En cambio, en el
proceso  Lyophile”, la presidn debe de ser 7 y 700 micras;

la presién critica para que se efectie ¢l proceso es de 700
micras, pero es siempre mejer tenerla a menos de 250 micras.
En cambio en el procso "Cryochem”, o sea en agquél en gue
se emplea la drierita, la presién ideal es de 300 micras, de .
600 a 700 micras todavia es buena, mieniras cue la presién
critica estd comprendida entre las 2000 y las 3000 micras.

Ua nuevo proceso fué por Hill y Pleiffer en 1940 en un
proceso llamado "Adtevac”. (40) Cemo en los ofros métodos
también se necesita alto vacio y se presenta el problema de
la eliminacién del agua. Para este método ellos emplearon un
desecante también la gel silica, la cual tiene un poder de
adsorcién muy elevado, debide a gque es muy poroso.

La capacidad de adsorcidén es mucho mayor que en el
. caso de la drierita:

oY O_z - H{C} —p #LO, 5,'02
Go I&
/ o
Q’Z: d = 30 /A
(o D

La cantidad de vapor de agua adsorbida sobre la gel
de silice, no es sélo una funcién de la presién existente sino
también de la tempercatura a la cual se mantiene dicha gel.
La principal desventaja es que a cualquier cumento de tem-
peratura, disminuye la capacidad de adsorcién y la presién
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qumenta. Por eso, los mismos autores idecron un sisiema de
refrigeracién que mantiene a baja temperatura la gel de si-
lice. Inclusive es mejor ya tener enfriado el desecante antes -
de empezar la liofilizacién.

De acuerdo « lo reqccién quimica, se necesitardn 60 kg.
de ge! de silice por cada 18 kg. de agua adsorbida, lo cual-
foquivale a decir que son 3.33 kg. de silice por kilogramo de
agud.

Para 135 gr. de agua tendremos:

60 hg 502 )
(g &t? Ha o B

0,4}5 ‘423 H2O «

ds Ag 500y

En lo que se refiere a calidad del producto obtenido, el
precedimiento es inmejorable, yvua que se puede llegar a una
humedad final de 0.03% ¢ «iin menos.

La gel de silice es {dcilmente regenerable a la tempera-
tura de 4007 F. (58), (55), (4), (47). El costo de la operacién
es bastante elevado, yu que os mejor refrigerar la gel de
silice. Gracias o la gran afinidad de la gel, por el agua se
logra que el aparato sea chico, el calor latente que se va
a suministrer o la proteina puede ser elevado sin que por ello
se funda el preducto v logrédndose con ello que el tiempo de
liolilizacién se acorte.

El Gltimo de log desecantes empleado fué el pentdxido de
{6sforo. El petdxido de fbsloro es un desecante muy enérgico,
pero no es muy recomendable, Yo que no se puede manejar
facilmente. Su capacidad de fijacién del agua es elevada.

P,Z Ogt Lo 3/'/2,04&:-—"*' 2 Ha POy
tda 54
La eliciencia es la siguiente:

54 -
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.. De donde vemos que por cada kg. de agua se necesitan
2.62 kg. de pentéxido de féstoro.

Este desecanie es muy dilicil regenerarlo, por lo cual va

‘no se vuelve a usar. Por ello se utiliza solamente en ciertos

cases muy especiales,

Después de haber visto los distintos desecantes, podemos
scacar como ¢onclusion que por los 0.135 kg, de agua que se
van a elminar, se necesitardn 10.7 kg. de sulfate de calcio,
0.45 kg. gel de silice, o bien 2.62 kg. de pentdxido de ésforo.
Asi que el método por el cual se va a utilizar menos desecante
es el de la gel silice; pero también hay que ver si es econd-
mico, y ademds se deberd ver la capacidad de adsreién de
éste, en comparacién de los demds métodos.

El aparato experimental que se utilizd pora hacer estas
pruebas {né exactamente igual al empleade para las pruebas
del capitulo anterior, sélo que la trampa v el termo substitui-
dos por un guitasato, en el cual se colocd el desecante,

Con el fin de saber el poder de adsorcidn de los dese-
cantes se hicieron las prusbas de humedad contra tiempo
para cada uno, Lo lorma de determinar la humedad [ué por
el mismo métode que se¢ empled para las pruechas anteriores.

Kqui no se tomd como lactor el espesor dentro del frasco
va que se trabajd con una proteina al 3%, siendo lo cantidad
a secar constante en cada caso o sea 1 gr.

Los resultados obtenidos estdn dados en la siguiente
tabla:




- Frasco

@0 N o A

13

TABLA NUM. 16 .

Datos para la gel de silice.
. Tiempo  Humedad H. Humedad Seca

Yy 2.85 2.91
1 2.5 2.55
12 2.45 .2.51
2 2.10 215
3 1.96 2.15
4 1.92 1.942
5 1.92 - 1.942
b 1.92 1.942
7 1.92 1.942
'8 1.44 1.47
9 1.28 1.28
0 1.28 1.28
2 0.82 0.82

TABLA NUM. 17

Datos para el Pentéxido de Fésforo.

Frasco

O Wy o e N

10

12
13
14
15

Tiempo Humedad H. Humedad Seca

Vs 2.5 2.55
1 1.56 1.58
11 1.49 1.52
2> 1.4 1.42
3 1.4 ; 1.42

3 1.4 1.42
4 1.4 1.42

-5 1.4 1.42
6 1.4 1.42

-7 1.4 1.42
8 1.22 1.22
9 1.11 1.11

10 1.0 1.0
11 1.0 1.0
12 0.92 0.92



TABLA NUM. 18
- Datos para la Drierita
- Frasco =~ _Ti_empo Humedad H. Humedad Seca

= T T 2.4 2.5
2 1 2.25 2.31
8 e 1Ve o2 2.15
4 T2, LTS 1.78
5 3 1.6 1.62

6 4 154 1.52

7 5 1.42 1.42
g 7 - 0.975 0.975
9 g 0.84 0.84
10 g 0.815 0.815
1 1o 0.8 08
12 11 0.78 0.78
13 12 0.75 0.75

Los datos de humedades vy de tiempo fueron dados en
el mismo sistema de unidades que en el capilulo anterior. De
los datos tabulados se hicieron gr&licas de Humedades contra
tiempo,

Si se observan estas curvas para cada disecante, veremos
gque son muy parecidas a las del secado en el proceso "Lyophi-
ie”. También en ellos se puede localizar con toda facilidad el
periodo de velocidad constante, los dos de velocidad decre-
ciente, empezando inmediatamente un nuevo ciclo de secado.

El desecante que mdés baja la humedad al cabo de 12
horas, tiempo que se usdé para comparar los ires desecantes
fué la descrita, ya que alcanza una humedad final 0.75%;
como también es el més barato, cungue se necesitara en ma-
vor cantidad éste ha sido escogido.
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DISERO MECANICO DEL NUEVO LIOFILIZADOR

El liofilzador que va a tener como adsorbente la drierita
consiste esencialmente en un cilindro de acero que en su
parte posterior tiene una tapa también de acero soldada «l
cilindro. En la parte delantera tiene una puerta que puede
girar [Gcilmente. Eslas tienen tres ventanitas de medo que
ge puede ver « través de ellas el intericr del liofilizador. Todo
el conjunto va montado sobre unas patas de mode que pue-
den sostener ¢l liofilizador. & continuacién se va a hablar del
disefio del cilindro y de las tapas dejando para mds adelante
la descripeidn del interior del aparato,

Para el diseflo v la construccién de recipientes que van
a ser scmetidos o un vacio, se debe de tomar en cuenta con-
sideraciones tedricas, observaciones experimenlales, vy datcs
empiricos, gracias « experiencias ya previamente hechas. En
las consideraciones tedricas se loman en cuenta el didmetro,
longitud, espesor v las propiedades fisicas del material.

Experimentalmente se han hecho unas gréficas para en-
contrar el espesor; para distintos materiales hay una serie
de grcxhccxs que tienen L/D como abscisas y como ordenadas
la diferencic de presiones que hay entre el interior del lio-
filizador v las curvas son de t/D .y de esta forma concciendo
D, se encuentra facilmente t. En la explicacion anterior L es
longitud, D didmetro interno, y t espesor.

El cilindro va « tener las siguientes dimensiones:

Longitud = 90 cm.
‘Didmetro == 100 cm.
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Por lo tanto, la relacién de L/D va a valer 0.9.
La presién en la ciudad de México es de 11.35 psi. Vamos

@ suponer que €! esfuerzo de aluera hacia adentro es de 22.7

psi o sea el doble.
El material escogide (ué un acero de las siguientes ca-

 racteristicas: Seqgun. el cédigo de la A. S. M. E. corresponde o

la clase 8-1, o sea con un 0.35% de Carbén y 0.8%de Man-
ganeso.

Limite aparenie de elusticidad: 27000 psi.

Médulo de elasticidad: 29 % 16 6 psi.

Relacién de Poisson: 0.3.

Factor de seguridad: 5. ‘

Para un valer de p 22.7 psi y L/D 0.9 encontramos un
valor de 1/D de 0.0043. (38}, (65). 7

Por lo tanto depejando t nos quedard:

b= 0.0043 XD e 0.0043 ~ ]-OU
== 0.43 cm, = 0.169% pUIgCIdC[.

Asi que se puede escoger entre un espesor de 1/4 pulga-
da o bien 3/16 pulgada.

Segun Siemon (66), tabla A-12 para recipientes cilindrices
de acero que tienen las siguientes caracteristicas: Didmetro
42 pulgadas, Longitud 4 pies vy una diferencia de presiones
de 30 psi. el espesor escogido debe ser 0.0222 pulgadas. Pa-
ra dar un pequefio margen de seguridad el espesor seleccio-
nado va a ser de 1/4 de pulgada.

ERROR MAXIMO PERMITIDO EN LA CONSTRUCCION

Se llama excentricidad a la diferencia entre los didmetros
wéximos y minimes de cualquier plano parpendicular al eje
horizontal de un recipiente. Este valor no se debe sobrepacar
puesio que pueden producir un defecto en la construccién
que hard que el recipiente se rompa. '

Para caleular este valor e hay también unas gréaficas
muy parecidas a las antericres de t/D como ordenada vy
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_ L/D como obscisa; en estus gréficas D es el didmetro externo
De esta forma se obtienen valores de e/t. Despejando e se
tiene la excentricidad. ‘

L/D == 90-100.63 == 0895.
/D == 0.63/100.63 == 0.00625.

Para estos des valores se obtieﬁe un valor de e 058t o
cea e == 0.58 > (063 = 0.365 cm.

DISENO DE LA TAPA DEL LIOFILIZADOR

La tapu o sea lo que viene siendo la parte posterior del
lictilizador puede itener wmuchas formas, ya sea de plates,
planas, elipticas, cénicas, etc. De ellas la mdas sencilla y la
mds econémica es la que tiene forma de plato, por lo tanto es
éstar la gue se va a emplear. ,

En las iapas de forma de plate el radio de curvatura de
la corona es igual casi siempre al didmetro medio del reci-
piente. El radio de coyuniura debe iener un valor minimcs
gue es de 6% del didmetro medio del recipiente y como va-
lor minimo lendrd 3 veces el espesor de la cabeza.

Para calcular el espesor, tenemos la siguiente ecuccidn:

(37)

1. PRw
2 Se

an la cual p es la presidn méxima permitida, Re el radio de
corong, W es un factor que depende de la relacién de radio
de curvatura, al! radioc medio de la corona, S fuerza tensil
unitaria mdxima e es la eficiencia de cualquier unién inclu-
sive la de la tapa con el cilindro v 1 es el espescr. En reclidad
el espesor que se obtiene es para el caso en que la presién
se efectia del lade céncavo. Cemo la presién en realidad
se va a efectuar del lado convexo, se tiene que dividir el valor

obtenido entre 0.56. (67).

ST
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FIGURA §

1—Charolss con la proteina.

2. —Charolas con el desecante.
3.—Placa de metal.

4.—Tubo de hule.

3.—Bomba de vacio.
6.—Charolas con la proteina.
7.—Charclas con el desecante.
8.—Tapa trasera.

9.—Soporte,

10.—Patas.
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También para una relacién del radio de ccypntura «l
radio de la corona de 0.06 tenemos un valor de W 18 v por
_lo tanto, nos quedard:

B l‘-\,(. HOOOX 0465

- O14”

Sin embargo, esle valor se va a aumentar a 0.25 cen el
fin de dar un margen de seguridad. Para comprobar este
valor en la tabla A-11 del Siemon tenemos los siguientes
datos para cabezas esféricas: Cuando el espesor es de 1/4
de pulgada v el radio de curvatura de 42 pulgadas, la pre-
sién permitida es de 47.2 psi.

Cdlculo de la tapa del liofilizador.

Para calcular esta tapa, se nos presentda un problema de
geometria. (Ver fig. 4-b):

Ne- AC. Be . Doz AC: 100 om

B 5 par . Viod Tt (rres

86.5 em. 160 — 86.5  13.5 em.

La curvatura de la topa no puede ermipezar inmediata-
mente después del cilindro, sino que se necesita dejar un
cierto espacio para que empiece dicha curvaiura. Segin Hesse
(66}, esta distancia debe de ser aproximadamente de 1.5 el
espesor, o sea mds o menos un cm. Asi que la profundidad
total va a ser de 14.5 cm. aproximadamente.

Cdleulo del peso del liclilizador.

Se va a encontrar primero el volumen de!l cilindro. Este
serd igual a:

T (v d®)x L=
4

9.F 85« {’00 63%. /002) X Jo= K900 o
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Después se va a encontrar el volumen de la tapa. Segtin’ ;
S1emon (66) el &rea de esta parte posterior es de 9.34 ftZ ' L ¢

954 4 « Jos*t

= 8 200 Cj}uz
' Como hay dos tapas, tendremos 8800 X 2 = 17600 cm?2.
Y el volumen serd el siguiente:

17600 > 0632 = 11100 cm3.

El volumen total serd ¢l siguiente:

8900 -- 11100 = 20000 cm3.
La densidad del acero es mds o menos 7.7 gr./cm3.
Asi que el peso liofilizador serd:

20000 % 33 A5 4 /&2
1000

En cuanto « la descripcién de ia parte interna del liofili-
zader, éste va a consistir también en 9 dngulos, ya que los
dngulos que van o tener la drierita van o ser dobles, o sex
gue van o ser en realidad dos dngules, habiende una distan-
cia en direccién horizontal entre una y olra aproximadamente
de 5 cm.

Segtin ya se dijo, el liofilizador va a tener una longitud
de 90 ¢m., pero por la tuapa posierior esta longitud va a ser
wmds larga sobre todo en el centro. Con el {in de tener siempre
la misma distancia se va o pener una ldmina de 1/8 de pul- 5
gada, la cual, ademds va a ayudar a sostener las placas. Exac-
tamente se puede decir lo mismo de lcs lados en donde tam-
bién se va a poner unas placas con el fin de que el tamano
de las charolas que estdn en el centro del liofilizador sea
ioual a las que estdn mas arriba o a las que estdn mdés abgjo.

El espacio que hay entre las placas del adscrbente es
con el fin de forzar el flujo de los vapores, de modo que estos
tengan que enirar en contacto con la drierita.

Las principales caracteristicas, del licfilizador son las
siguientes:
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Espesor de los dngulos que van a tener las charlas con:
proteina: 2 cm. ‘

...Bncho de estas charolas: 38 cm.

Distemcia entre la charola que va o fener la proteina a
et que va a tener la drierita: 8 cm. '

"Ancho de las charolas con drierita; 31.6 cm.

Largo de las charolas con drierita: 90 cm.

Distancia que hay de las charolas que va a tener la drie-
rita a las gue van a tener la porteina: 16 em. La altura de un
rasco es alrededor de 10 a 12 cm., ast que la distancia con-
siderada es suficiente.

La altura de la drieritg dentro de una de estas charolas
es la siguiente:

Area de las charolas: 890 X 31.6 = 2844 cm?2.

Ea el capitulo anterior ya se dijo que la cantidad de drie-
rita necesaria es de 10.7 kg. Como hay 6 charolas cada una
tendr&; '

10, 7 90

La densidad aparente de la drierita es de 0.65 gr. / em3.
Per lo tanto el volumen de la drierita es:

1250

6 IS - R? ')2 JoO C/hq 3

v la altura serd la siguiente:
L\ =~ gﬂi -~ 0 9¥ 5 im

2844

Ahcra se va a encontrar el calor de formacién cuando se
tcrina el hemihidrato.

Ca 50 H ° 5
@504 + 2 -l0><~———~‘ CQ-DOc{. ZH;0 +- 4 H,

//g Hy 4 Y, 0 = //2 Hio 4= AY
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- CQ‘SO4 VaMyow DN

AHy = ANy <2 A, =_ 480 + 2
\ 2 =

‘-

603=-2337 ¢ Rl [ )

El ntmero de moels que se tiene es insignificante, ya
que para 0.135 kg. de agua, tenemos 0.0125 mol. y por lo
tanto, el calor gue se va a producir es

0.00125 X 377.6 = 0.474 k. cal.

Asl que es e calor, ni se debe tomar en cuenta.

Todo el liofilizador va ir montade en unas patas. El ci-
lindro va ¢ tener dos salidas: una abajo que va « ir conectada
a la bomba de vacio por medio de un tubo de hule de 0.8
cm. de didmetro v la otra va o ir hacia un mandémetro, Con el
fin de evitar que los vapores se escapen hacia la bomba an-
tes de ésta habrd& una cgjita con drierita, que va adsorber
el vapor. La bomba que se va a emplear es de la casa Welch
y tiene un motor de 172 H. P. Esta bomba va a ir en la
parte inferior de todo elll sistema, o sea entre las cuatro patas.
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CALCULO DE COSTQOS

Los gastos que se van « tener en la construccidén y en el
diseno del liofilizader de que se hablé en el capitule anterior,

se van a dividir en dos partes:
a).—Costes en loa construccién del aparato que
subdividir de la siguienie maaner:
1.—-Costo de la parte externa del liofﬂizq&dor oo b
2.—-Costo de dos placas de 72 cm. de ancho por
90 c¢m. de largo vy con espesor de 1/8 pulguda
3.—Costo de 1 ldming circular de radio 50 cm.
4.—Una bomba Welch con mctor de 1/2 HPF ...

I

1

s van o

3.400.80

2,000.00
801090

, 3.780.00

5. —Costo de un manémeiro Mcleod ... ... .. . 3.000.00
f.—~Costo de un mcudmeiro comin . ... . 90.00
7. ~-6 charolas de 90 ¢m x 31.6 cin « § 60. DD c/u L 360.00
8.—-9 charolas de 30 cm. x 58 cm. « § 65.00 ¢/u. .. 595.60
U.—Un horno que alcanza temparatura de400” . 1.000.00
10.—3 éngulos con longilud total de 238 cm. " 38.60
116 dngulos con longitud iotal de 211.6 cm. ... .. 68.40
12.-——Para la base que va a sustentar el licilizador
s¢ ha calculado una longitud total de 11.2
metros con un didmetro de 5 cm. Costemds a
% 16.00 el metro de tubonegro ............ ., 176.00
13 ~—Una ldmina que va rodear la bomba comple-
tamente . ... .. ... " 60.00
14 —Un termémetro ......... ... ... ... ...... .. “ 16.20



15.~—Gastog de mstcﬂcxcmn ..... i R 1 UOO 00 - 7

Sumando todos e%tos costos tenemos: Si ]6 084. 00

by~ iDepreciacion:

Se supondrd una vida del equipo de 10 afos y la depre-
‘ciacién se: hard mediante pagos anuales considerdndose un
interés compuesto del 10% anal.

Usondo la {6rmula

Co Q& (_Qt.m -f)
C&
o -

A=

en la cual
a == cantidad depreciada anuglmente.
Co == capital inicial.
t :=x anos de vida del equipo.
i == in‘erés ccmpuesto.

1410 6 A
lbogs % D ;s (ayq 2 4)
- oo 4o
2 —?-l oA
..... = $ 2,820.00

Q=

Esta cantidad es por ano; asi que la cantidad que debe
depreciarse por cicla, sin consideramos 150 ciclos al afo.

L83
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Hle gu

¢} —Gastos de operacidn los cuales se originan a medida
e op g

que va itranscurriendo la licofilizacién; éstos son principal-
mente:

<

1.—Se va a tomar como base de los cdlculos un ciclo
de 36 horas. Ya se calculd la cantidad de drierita que era de
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10.7 kg. Pero se va a considerar como si se fuera a uscr 12 kg.
pdraesios 12 se tiene gque partir de 17.5 kg. de yeso. El kg. de
yeso vale §0.90; esta drierita se va a usar para 15 ciclos.
Asi que el costo por ciclo va o ser: R

18 X 90 == 16.20

16.20/15

== $1.09 que se va a gastar en drierita por
ciclo.

2.~—Gastos en corriente eléctrica.
Consumo de la bomba de vacio. Esta es de Y2 HP.
0.5 X 36 == 18 hp.hr.
1§ X . 0476 == 13.4 Kw.hr.
13.4 > 0.20 = 2.68
Consumo por la estufa. Esta tiene 12 amperes y 120 volis
y va a trabajar 4 horas por ciclo.
1.44 N 4 == 5.76 kw.h.
576 % 0.20 =5 1.15
3.—Gaustos en mano de obra por ciclo ¥ suponiendo dos
dias por ciclo: § 30.00
4. —Gastos de lubricante. En cada liofilizacidn se tiene
que cambiar el lubricante. Este valdrd 3 2.25.
Sumando los gastos de operacién con la depreciacién,
ncs quedard por ciclor § 45.97.
Como se van a eliminar 135 gr. de agua por ciclo, tene-
mos gue, para eliminar un g. de agua costard:

45.92/135 = § 0.34
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RESUMEN

En este trabajo, se describié més o menos a fondo un

liofilizador, asi como su técnica operatoria, ester descripeién
- fué hecha lo mds amplia posible, ya que hay poca literatura

sobre el temc, sobre todo en espahol.

Se tratd de mejorar el procedimiento “Lyophile” haciendo
que en la parte final del proceso, se emplee un desecante.
Claro que las experi@ncias‘hechas tnicamente son vdlidas,
para un tipo de proteina y por lo tanto, todas las conclusiones
hechas, no se pueden generalizar. Ademds se estudiaron las
curvas de secado, viéndose que la mejor serd la Nim. 5, ya
que ésta en su segundo ciclo de secado presenta mejor ve-
locidad.

También se hizo un estudio comparative de los tres dese-
cantes, siendo el md&s econdémico la drierita aunque éste es
requerido en mayor cantidad. El liofilizador con desecante
fué calculado y disefiado v tan pronto como sea posible, se
procederd a la construccién.
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