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SUMMARY

It was analyzed the importance of the proper additives’ selection
(mainly carbohydrates) for obtaining a good appearance and long
term stabilization of freeze dried products.

Theories about the protective function of such additives from chemical
and physical points of view are discussed. The most recent methods
for characterizing physical phenomena during freeze-drying in order
to make stability predictions, to select appropriate additives
mixtures and freeze-drying parameters are also exposed.

RESUMEN

Se realizé una revision y actualizacién sobre la importancia
de la seleccion adecuada de aditivos para lograr tanto
una buena apariencia como una estabilizacion prolongada
de diferentes sustancias liofilizadas; se hace énfasis en el papel
de los carbohidratos.

Se discuten las teorias acerca de la funciéon protectora de estos
aditivos desde los puntos de vista fisico y quimico, asi como
los métodos mas actuales de determinacion de parametros
caracteristicos de los fenomenos fisicos que tienen lugar durante
la liofilizacidn, con vistas a seleccionar las mezclas de aditivos mas
adecuadas y a disponer de criterios sobre la estabilidad durante
el almacenamiento.

INTRODUCCION

La forma deshidratada constituye la via mds apropiada
para conservar productos perecederos (alimentos,
productos bioldgicos o farmacéuticos), ya que la baja
actividad de agua en ellos minimiza cualquier
reaccién de deterioro (Simatos y Karel, 1988). Los
métodos tradicionales de secado tropiezan con el
inconveniente de que el producto tratado esta sometido,
aunque sea por muy corto tiempo, a la accion de elevadas
temperaturas, que son mas daifiinas en estadios
intermedios del secado. Recientemente se ha

&

desarrollado un método basado en la estabilizacion de
productos termoldbiles mediante el secado por
evaporacion de las sustancias en estado vitreo (Franks
et al, 1991), pero la tendencia universal es emplear la
liofilizacion para deshidratar productos
termolabiles, puesto que la misma se efectiia a bajas
tcmperaturas. Sin cmbargo, resulta sorprendente
que muchas personas que utilizan esta técnica
desconocen los principios que la rigen y por tanto,
la importancia de realizar una seleccion apropiada
de los constituyentes de la formulacién antes de
aplicarla.

Vale recordar que cl primer paso a tener ecn cuenta
al liofilizar es la congelaciéon: al disminuir la
temperatura del sistema, el agua cristaliza y los demds
componentes se concentran en los intersticios que se
forman entre los cristales de hielo. Una buena parte
de los productos que se liofilizan van acompaiados
de reguladores del pH o simplemente de sales
remanentes del proceso extractivo. También
encontramos mezclas complejas (como en alimentos,
sueros, e€tc) o microorganismos resuspendidos c¢n
un medio previamente seleccionado. Algunos de los
componentes, al concentrarse durante la congelacion,
pueden cristalizar formando eutécticos y otros se
mantienen liquidos, llegando a solidificar en estado
amorfo (Levine y Slade, 1988). La hiperconcentracion
en los intersticios puede provocar la disminucidn
de las caracteristicas bioldgicas, farmacéuticas o
nutricionales de las sustancias presentes, debido
fundamentalmente a la proximidad de los electrolitos
a las proteinas (Pikal, 1990).
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En el caso de sistemas celulares, los cambios
pueden llegar a ser irreversibles a nivel de las
membranas, provocando pérdida en las funciones de
las células e incluso la muerte (Nei, 1973).
También se han observado afectaciones en el ADN
(Ashwood-Smith y Grant, 1976) aunque algunos
trabajos reportan la reparacion de estos daiios
(Ohnishi et al., 1977).

Un producto liofilizado deberd mantener
practicamente intactas sus caracteristicas
fundamentales, asi como tener apariencia agradable,
bajo contenido de humedad, ficil rehidratacion y
estabilidad durante el almacenamiento prolongado. Por
otra parte, el proceso debe llevarse a cabo en el menor
tiempo y con un consumo minimo de energia. Para lograr
estos objetivos, debe existir un control completo de los
pardmetros de operacion (congelacion, sublimacion,
desorcion). La influencia de estos parametros ha
sido abordada por otros autores (Pikal et al., 1990;
Franks, 1990; Willemer, 1991). Sin embargo, estos
parametros no pueden ser regulados en niveles
econdmicamente aceptables si las caracteristicas
del material no lo permiten. La composicion quimica
de una formulacién dada estda intimamente
relacionada con su termolabilidad (Moreira, 1976).
Por tal razon, en este trabajo pretendemos hacer énfasis
en la influencia de los aditivos y fundamentalmente de
los carbohidratos, en cuanto a las caracteristicas fisicas
de las formulaciones durante la congelaciéon y
la deshidratacion.

PAPEL DE LOS ADITIVOS

Los aditivos o lioprotectores son sustancias que se
anaden-con el objetivo de mejorar las caracteristicas
del producto durante el proceso de liofilizacion y/o
cl almacenamiento. Se conoce que los azicares, polioles,
algunas sales, aminodcidos y sustancias proteicas son
capaces de cumplir con estos objetivos. De ellas, el
grupo mds estudiado ha sido el de los carbohidratos y
sus derivados.

En el campo de los productos farmacéuticos y de
los biopreparados, existen aditivos como el
manitol, llamados de carga, cuya funcion esencial es
aparentar la presencia de mayor cantidad de
sustancia activa y brindar mejor aspecto al producto
final (Simatos et al., 1974; Hora et al., 1992).

Sin embargo, otras sustancias juegan el papel de
verdaderos reguladores de la deshidratacion. Por
ejemplo, la duracion del proceso de liofilizacion de un
jugo de frambuesa despectinizado resulté ser de 31 h,
mientras que al adicionarle sacarosa, se redujo a 22 h.

Al aiiadirle al jugo una cantidad de pectina, el tiempo
de liofilizacion fue sélo de 15 h (Moreira ef al., 1974).
En este caso, ambos aditivos ayudaron a
incrementar la viscosidad del reticulo intersticial
y, por tanto, a facilitar el empleo de temperaturas
superiores para acelerar tanto la sublimacién del
hielo como la desorciéon de las venas intersticiales
(King, 1973). La composicion quimica de una solucion
determina pues, la resistencia que la misma ofrece
a ser liofilizada.

Cuando la temperatura del producto se incrementa
en aras de acelerar el proceso de sublimacion, existe un
valor critico por encima del cual ocurre el fenémeno de
hundimiento de estructura (en inglés structure collapse),
caracterizado por la interrupcion de la sublimacion,
pérdida de rigidez del reticulo intersticial y en ocasiones
ebullicion y burbujeo. Este fendmeno implica no sélo
una mala apariencia final del material sino también
una deshidratacion incompleta y una pérdida de la
actividad de la sustancia que se liofiliza.

Dicho fenémeno se puede caracterizar determinando
los cambios de velocidad de sublimacion (Bellows y King,
1972), realizando la liofilizacién bajo el microscopio para
observar el fendmeno primario (MacKenzie, 1985) o
mediante la observacion directa de la afectacion del aspecto
(Ito, 1970).

La tabla 1 muestra la variacion del tiempo necesario
para la aparicion del hundimiento de estructura de diferentes
soluciones modelo liofilizadas simultdneamente partiendo
de una temperatura de -60°C y con aporte de calor creciente
a través de la capa seca (Moreira y Simatos, 1977).

Tabla 1
Influencia de la composicion quimica sobre la aparicion del

“hundimiento de estructura durante la liofilizacion de diferentes

soluciones
Composicion de la solucion Tiempo necesario para
(% Peso/Volumen) que aparezca el
hundimiento de estructura

A F G S (minutos)

10 0 0 0 24

7,5 0 0 2,5 48

0 10 0 0 54

S 2,5 0 2,5 78

0 0 10 0 79

0 ] 2,5 2,5 102

S 0 0 ] 134

0 0 S S 150

2,5 0 2,5 5 176

0 0 2,5 7.5 240

0 0 0 10 270

A: Acido citrico F: Fructosa G: Glucosa S: Sacarosa
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Como se observa, los tiempos necesarios para la
aparicién del hundimiento de estructura son menores
cuando predomina la presencia de dcido citrico en la
solucion y mayores cuando se incrementa la
proporcion de sacarosa, indicando que este azucar
confiere mds rigidez al reticulo intersticial que cl
dcido. La fructosa y la glucosa presentan un
comportamiento intermedio siendo la primera el
aziicar que mas dificulta el proceso dc liofilizacidn,
entre los tres estudiados. El comportamiento de las
mezclas responde de forma proporcional a la relacion
entre los componentes presentes.

Los primcros trabajos de Rey (1964) sobre la
importancia de la composicién quimica en la
liofilizacion, hacian referencia a la temperatura de
fusion de las venas intersticiales, como valor critico por
dcbajo del cual debia mantenerse ¢l producto durante
¢l proceso. También sefalaba a la tcmperatura de
fusidon incipiente, definida como aquclla a la cual
comenzaba la fusion de los cristales de hiclo. El andlisis
térmico diferencial (ATD) y las detecrminacioncs
d¢ la resistencia cléctrica constituycron la base
dc sus investigacionces.

La importancia dc la fusidon de las venas
intersticiales, cuando estas cristalizan cn forma
cutéctica resulta un hecho inobjctable. Sin embargo,
la teoria de la fusion del hiclo en equilibrio con una
fasc amorfa cn las venas intersticiales, aunque desde
¢l punto de vista tedrico explica algunos fendmenos
como la aparicion del hundimiento de cstructura al
loflilizar bajo ¢l microscopio (MacKenzie, 1975,
Morcira, 1976), prescata limitaciones cuando a través
del producto cxisten gradicntes de tcmperatura
importantes o cuando cntre los componentes de la
sustancia intersticial amorfa figuran macromoléculas
que no actian sobre la temperatura de fusion del hiclo
en equilibrio con dicha fasc amorfa.

Es asi como Diallo (1978), trabajando sobre una
solucidn modclo compuesta por cantidades idénticas
de dcido citrico, fructosa, glucosa y sacarosa, encontrd
que la temperatura a la que llamd de desvitrificacion o
de rccristalizacidn, determinada por calorimetria
difercncial de barrido (CDB), coincidia con la de
hundimiento de estructura en una liofilizacion bajo
el microscopio. Sin embargo, al adicionar pectina
y albimina a la solucidn, a pesar de que la
temperatura de desvitrificacion no variaba, la de
hundimicnto de estructura se incrementaba cn 9 v
11°C respectivamente.

La teoria de King (1973) que describe ¢l fendmeno
de hundimiento de estructura en funcion de la
viscosidad intersticial, asi como los aportes de Karel

(1975) en cuanto a la posibilidad de que éste sc
produjera en la capa seca. avudaron a la mejor
comprension del fenomeno v a su control mediante
la presencia de aditivos apropiados.

Maltini (1974, 1977) al igual que MacKenzie
(1966, 1985) profundizaron en las relaciones
existentes entre las determinaciones termofisicas
durante la congelacion mediante ATD. CDB v DTC
(dinamometria con temperatura controlada). como
métodos de prediccidon del comportamiento de los
productos durante la liofilizacidn.

Estos trabajos sirvicron de base a la nucva teoria,
desarrollada por Franks (1985), rclacionada
igualmente con la viscosidad de la sustancia
intersticial, pero esta vez basada en la determinacion
de la temperatura de transicion vitrea o paso del
cstado de sdlido amorfo al de sustancia gomosa al
atravesar la barrera de los 10" Pa.s v reducir su
viscosidad por cfceto del incremento de la
temperatura.

La figura | muestra ¢l diagrama de esrados
glucosa-agua determinado en nuestro laboratorio
mediante ¢l cmpleo del ATD. En ¢l se observa L cunva
de equilibrio hiclo-solucion de glucosa (M), 1o curva
de isoviscosidad o de transicion vitrea (G). ast como
los fendmenos AM e INMLElevento térmico denominada

Temperatura (K)

3001
M G
250
IM
Oo—B885—47~- T
200 AM
[ ]

160 . . ; :

(4] 20 40 60 80 100

Concentracion (% peso)

Fig 1. Diagrama de estados del sistema glucosa-agua: M: Curva
de fusién del hielo, G: transicién vitrea, IM: incipient melting,
AM: ante-melting. En la figura se indica el posible valor de Tg’,
segun la definicion de este punto por Franks (1985).
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IM (incipient melting) ha sido interpretado por la
mayoria de los autores como caracteristico del inicio
de la fusion de ios cristales de hielo, miecntras AM
(ante-melting) se ha asociado a una recristalizacidon
previa a la fusion (MacKenzie, 1966) o ai resultado
de la superposicion de eventos de cristalizaciéon y
fusion en diferentes zonas de la sustancia intersticial
(Maltini, 1977).

La nueva teoria (Franks, 1985; Levine y Slade,
1987, Franks et al., 1991) seiiala que en la interseccion
de las curvas M y G se encuentra Tg’, la temperatura
de transicion vitrea de la sustancia intersticial cuando
€sta alcanza la concentracion méaxima debido a la
crioconcentracion a la que se somete durante la
congelacion. Para estos autores Tg’ es la temperatura
que caracteriza un sistema dado.

En nuestros trabajos iniciales acerca de la
influencia de la compesicion quimica sobre la
liofilizacion (Moreira 1977, 1981), encontramos que
ia temperatura de hundimicnto de estructura
observada bajo el microscopio se situaba entre las
temperaturas AM e IM deierminadas por ATD.

La Tabla 2 relaciona nuestros resultados sobre la
temperatura de hundimiento de estructura observada
bajo el microscopio, asi como los valores de AM e
IM obicnidos por ATD. Se muestran igualmente los
valores de Tg’ reportados por Levine y Slade (1987).

Tabla 2

Temperaturas de hundimiento de estructura (THE), AM, IM y
Tg’ (en °C) observadas para las diferentes soluciones

Sustancia THE AM IM Tg’
sacarosa B =32 - -39 =32 -32
glucosa 42 | 52 | -42 -43 |
glucosa/fructosa -47 | -- - | -42.5
fructosa i -45 | -2 | 42 | 42
lactosa -28 -35 | -28 -28
acido citrico =55 | -89 | -50 | .-
glutamato de sodio -50 -- - | -46
gelatina R e | - -9.5
sorhitol -45 e -43.5
seroalbamina bovina -10 | -53 -- - -13
dextrana e S T e I

En la tabla se aprecia que, para una sustancia
dada, existe una gran coincidencia enire los valores
de Tg'y THE, situidndosc también esta ultima cntre
AM ¢ IM_ c¢llo indica que se trata de fendmenos
muy relacionados. Al parecer, la causa de estas
difcrencias estriba en ¢l desarrollo de métodos mas
precisos de deteccton, como la inclusidn de una
fruncion andlopa derivativa en algunos sistemas de

CDB, cllo ha permitido definir que cn lugar del
inicio de un pico de fusion en IM, lo quc ocurra sca una
transicion vitrca Tg’ (Levine y Slade, 1987).

La determinacion de la temperatura critica para un
proceso de liofilizacion (Tg’ en cste caso) permilc
monitorcar la operacion de modo tal quc cl aspecto
del producto sea el mejor pero ademds, ascgura la
estabilidad durante el almacenamicnto (Franks, 1992).

En la figura 1, cualquicr punto situado sobrec o a
la derecha dec la curva G estarda cn cstado vitreo,
incluso a altas tcmpceraturas. En cste cstado la
movilidad molccular ¢s casi nula, por lo quc de
lograrse una baja humcdad residual y una
temperatura de almacenamicnto inferior a la Tg dc
la sustancia anhidra, ¢l material liofilizado scra muy
estable. A la izquicrda de G y por cncima de Tg’ ¢l
material estard cn cstado gomoso donde hay mayor
movilidad. Esto cxplica por qué sc obscrvan
fendomenos tales como la agregacion molecular ¢n la
albumina liofilizada almaccnada (Morcira er al..
1992).

Las macromoléculas y los oligosaciridos presentan
temperaturas de transicion vitrca supcriores a las
correspondicntes a pequenas moléculas como los
monosacdridos (tabla 2). Por su parte, clagua jucga
un papcl plastificante, ya que a medida quc sc
incrementa su contenido, ¢l valor de Tg  disminuye
(figura 1).

Decbido a que la funcidon de los aditivos no ¢s sélo
conferir rigidez al rcticulo intersticial, sino también
ascgurar la cstabilizacion quimica, bioquimica o
bioldgica del material, ¢s nccesario emplear mevclas
cuyas funciones sc complementen,

Gran parte dec las sustancias activas quc hoy sc
liofilizan son protecinas, que necesitan mantener
su estructura conformacional. Se conoce que
determinadas sustancias ¢jercen un papel protector
dc las proteinas tanto en solucidn como liofilizadas.
Timashefl (1982) explicd la estabilidad de las
protcinas en solucion mediante un mecanismo de
exclusién preferencial que permite que la protecina
sc mantenga hidratada y los aditivos la rodeen sin
interactuar directamente.

Carpenter y Crowe (1989), utilizando la
ecspectrometria infrarroja, demostraron quc los
azucares sustituyen ¢l agua de hidratacion para
estabilizar a las proteinas liofilizadas mediante
la formacion de puentes de hidrogeno. Al rehidratar,
se favorece el mecanismo de exclusion prelerencial
y la proteina manticne su estabilidad conformacional,
pero esta vez enlazada a moléculas de agua.
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Diferentes compucstos como azucarces. polioles
cicrtos aminodcidos han sido reportados como
bucnos cstabilizadores de proteinas ¢n solucion
(Back e al.. 1979 von Hippel vy Wong. 1962). pcro
algunas cnzimas como la fosfofructoquinasa solo
han podido cstabilizarse cn forma liofilizada
mcdiante la adicion de carbohidratos (Carpenter er al.,
1987). También Carpenter ef al. (1991) senalaron cl
cfecto sinergistico de los cationes divalentes para
cstabilizar otras cnzimas. Por su parte. para la mcjor
cstabilizacion de anticucrpos monoclonales por
liofilizacion, Roy ef al. (1991) utilizaron una mezcla de
manitol y glicina. Hora ef al. (1991) mostraron ¢l cfccto
protector de la carnitina sobre la interlcucina humana
rccombinante. limitando la agrcgacidon proteica al ser
cmplcada cn presencia de algin azicar o poliol.
También Hora er al. (1992). obscrvaron cste clecto al
cmplear la sacarosa como aditivo para liofilizar factor
de necrosis tumoral (FNT) recombinante. Por su
partc Inazu y Shima (1991) empleron la scroalbiumina
humana como cstabilizante del interferon gamma
rccombinante y Morcira ef al. (1987) cmplcaron
la lactosa para cstabilizar ¢l antigeno dec
Anaplasma marginale por liofilizacion.

La conscrvacidén de sistecmas cclularcs ha
encontrado también cn los carbohidratos una via
para mantcner la cstabilidad post liofilizacion.
Crowe y Crowe (1991) utilizaron trcalosa como
aditivo para liofilizar liposomas. Font de Valdez ef
al. (1985) emplcaron el adonitol para la proteccion de las
bacterias dcido licticas comprobando su cficicncia
frente a otros polioles (dulcitol, manitol, inositol y
sorbitol).

Garcia Carrillo (1981) obtuvo bucnos resultados al
liofilizar las células de la vacuna de Brucella abomus con
adicion de inositol al 10%, asi como con una mezcla de
bactocasitona, sacarosa y glutamato de sodio.
Recientemente en nuestro laboratorio, trabajando
sobre la viabilidad de cepas liofilizadas de V.cholerae
se demostrd que la concentracion que cra inicialmente
de 10" células/mL sc reducia a 10¢ células/mL después
de la liofilizacion, si el medio utilizado era leche
descremada. Sin embargo, al afiadirle peptona o
casaminodcidos, la concentracion celular alcanzaba entre
10° y 10" células/mL después de la liofilizacion. Esto
demuestra que no basta con que c¢n el medio estén
prescates sustancias que incrementen la temperatura
de hundimiento de estructura, como cs el caso de la
leche descremada, compuesta fundamentalmente por
cascina y lactosa, sino quc se requicre de verdaderas
sustancias protectoras de las membranas celulares
cuando liofilizamos microorganismos.

Adiivos en la hofilizacion

CONCLUSIONES

Los carbohidratos v sus derivados representan ¢l grupo
de sustancias cuvo.clecto como aditivos ha sido mds
evidente. tanto desde el punto de vista estructural como por
la proteccion que han ofrecido a biomoléculas v sistemas
celulares liofilizados.

Si bicn ¢s cierto que la accion favorable de los aditivos
desde el punto de vista fisico (incremento de la rigidez,
en fos espacios intersticiales v de Ta temperatura a la que
ocurrcen los cventos fisicos indescables) pucde ser
controlada ¢n los laboratorios. los mccanismos
responsables del cfecto protector son poco conocidos.

A pesar de que los excipientes amorfos son los mds
apropiados. su presencia no cs suficiente para
incrementar la estabilidad. De hecho. pucden existir
intcracciones entre ¢l excipiente v la sustancia activa que
la desestabilicen.

Es necesario evitar altos niveles de tampones u otras
sales. para impedir su cristalizacion v que ¢sto provoque
cambios bruscos de¢ pH.

Los aztcarcs. aunque por mccanismos difcrentes.
cstabilizan a las protcinas tanto durante la
congelacion como cn ¢l sccado v el almaccnamicnto.

El conocimicnto de las caracteristicas fisicas de la
solucion estabilizante de la sustancia biologica de interds,
combinado con cl cstudio del cfecto de los procesos de
congclacion-sublimacion-desorcion son cn ultima
instancia dan un criterio rcal de las variantes de aditivos
mas adccuadas para lograr los mcjores resultados. No
existe una formulacion universal. Ella dependerd de la
especie bioldgica o del tipo de sustancia activa cmpleadas.
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