
UNIVERSIDAD NACIONAL DE EVA PERÓN

FACULTAD DE QUÍMICA Y FARMACIA

DESECACIÓN POR LIOFILIZACIÓN

por

Alcides A. Thomas

EVA PERÓN

1952



Tesis presentada por
Alcides A. Thomas para 
optar al grado de
Dr. en Bioquímica y Farmacia.-



PADRINO DE TESIS

Profesor Dr. Zenón Lugones



SeCor Decano
Señores Consejeroa
Sc&oreo Trefe ao re o

Cumpliendo con elrerquicito exigí do por nuestra facultad, elevo 
a vuestra digna consideración» el presento trabajo de tesis» para optar 
al grado do JJr» en Bioquínioa y Sunada, que. hn sido realizado oa la • 
cátedra de Industrias Shroacéuticas.—

□oseo dejar constando de ni sincero y profundo ngradedalento al 
Br. Zenón Lugont>3, que dirigió esta tesis*  Su ayuda constante, y la — 
orientación que ál aupó dar n al labor, con ou axperioncin y sus conocí 
sientos, hicieron pceiblo la rcallsacicn de este trabajo, solucionando 
tods.3 loo dlfl cuitados surgí too durante la realiza don del ni ce».— 

llegue taablén M agradecimiento a los laboratorios *OCB?A",  que 
gontilnente pusieron a ni disposición algunos notariales y aparatos,utt, 
Usados en el curso do Ms ozperlendasi a los doctorea Unrio *'oglia  y 
Santiago Starita, bajo cuya dirección so reuliscron las valora don oo — 
biológicas connignatos en este trabajo) al Sr. José Banca y al Br» Al — 
berta Agooti que realizaron las coplas foto^úficas quo. se ilustran en 
el inleaof y a todos aquellos que en una u otra foros, prestaron su de­
sinteresada ayuda.—



A MI ESPOSA

A MIS PADRES.



DESECACIÓN POR LIOFILIZACIÓN

I - Introducción.-
II -Estudio teórico del método de secado por liofilización.—

a) Congelación inicial.-
b) Eliminación del vapor de agua bajo vacío.-
c) Grado de vacío requerido y temperatura de desecación.—

XII-Aparatos de liofilización: descripción general.-
IV- Prlncipalea aplicaciones del método de secado por liofilización
V - Estudio experimental:

1. descripción de los aparatos utílizados.—
2. Experiencias realizadas.—
a) Velocidad de desecación.-
b) Desecación de algunas sustancias biológicas y estudio de las 

propiedades más importantes de los productos obtenidos.—
Leche de vaca.—
Jugos de naranja.—
Albúmina de huevo.—
Complemento de cobayo.—
Sueros luéticos.—
Extractos de páncreas.-
actr-.ictos de lóbulo posterior de hipófisis.-

VI -  Conclusiones.—
VII- Bibliografía.—



I-IBIHOJUCÚIOn



1

Se da el nombra de llofillzaolón o secado por sublimación» a W - 
i 

oP era oí ¿n «n la cual, «1 agua contenida en una solución, o «n un produo- 
to cualquiera» previamente congelada» es eliminada en un sistema de alto 
vacío por sublimación del hielo»»

La llofillzaolón se ha aplicado ampliamente en los últimos años en 
el seoado de plasma y suero sanguíneos para transfusión» conservación de* 
cepas para cultivos bacteriológicos» complemento de cobayo» productos — 
farmacéuticos» como la'penicilina y la estreptomicina» alimentos de di­
versos tipos» cono leche» carne» jugos de fruta» etc.»

□ado los excelentes resultados obtenidos» este método ofrece para 
el futuro un excelente campo de experimentación para su aplicación en la 
conservación de substancias biológicas»»

lo obstante ser un método moderno» los principios en que se basa » 
son conocidos desde hace muchos años» Puede decirse que en el año 1909 
Shackell L»F»(1) descubrió los principes básicos para la desecación al » 
vacío a partir del estado congelado» ideando un método para la desecada) 
de cantidades relativamente pequeñas de substancias congeladas» Encontró 
el problema básico de éste tipo de desecación» especialmente cómo tratar 
el gran volumen de vapor de agua que so pono en libertad a partir de — 
unos pocos granos de hielo» bajo las condiciones de vacío requeridas para 
este proceso| volumen muy- grande para cualquier bomba de vacío»»

Shackell resolvió este problema por absoraíón química» usando áci­
do sulfúrico como agente absorbente» estableciendo así un precedente se» 
guldo más tarde por muchos investigadores»»

La concepción de éste método abrió camino a una serie de lnvostign 
clones prácticas» Shackell lo aplicó en la desecación de carnes y tejid» 
dos» e hizo la sugerencia de su aplicación a trabajos de inmunología» — 
Efectuó la desecación de complemento do cobayo» descostrando que persiana 
cía inalterado durante varias semanas» Realizo también una interesante.» 
experiencias sacó sangre a un perro y la recibió en un recipiente con — 
una mezcla congelante» y luego de congelada la desecó; la adición poste­
rior de agua al residuo seco originaba un coágulo de fibrina en pocos mi 
ñutos» lo cual indicaba que ninguno de los factores que intervienen en — 
el proceso de coagulación habían sido afectados. También probó que el vi 
rus de la rabia»fijada en un cerebro de conejo» mantenía su actividad — 
una vez secado. Shackell apreció el valor de su descubrimiento» pero de­
jó esta clase de investigaciones.—

4 Simultáneamente por el año 1909 » Wllliam J. SLser» Ruth A. Shomasy
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Guntav T.Steffen (2)9so ocupaban del estudio do lns reaccionan inmuno- 
lógicas»tratando do bucear una solución al problema do la degradación 
do loo nn tí geno a y anticuerpo o, que se presenta cuando «o rantionen al 
eetadolíquido. Secando oatoo producto» do la manera ordinaria»por él 
vacío y baja temperatura9nostraban una degradación «arcada. Buscando - 
la cauda de eoa degradnoión»ln atribuyeron a cambios debidos a la ao - 
clon de las salea cuando alcanzaban una alerta concentración» desde que 
loa productos secados por el método camón no sufrían mayores, alterado 
nee una ves secados. L1 problema lo resolverían con el descubrimiento 
de un método de reducción del raterial ni estado seco»que no produjera 
el aumento do la concentración de las sales durante el proceso»y se — 
les ocurrió quo ello podría sor realizado desocando el raterial en con 
dición congelada. Latos investigadores/píiblicaron en eso non en t o los - 
resultados de sus trabajos» porque consideraron quo los principios en 
que se basaban eran los mismos que loo de Ghnckell (l)»y rocíen en — 
1935 dieron a conocer los resultados de sus investigaciones.-

/

Lo c t crio rmente» muchos investigadores se dedicaron; a la deseca­
ción de bacterias en estado congelado. La 1914 Jtogers L.i. (3)publicó 
un trabajo sobre la desecación de bacterias en osa forma;Swift H.P.(4) 
en 1921 consiguió conservar en buen estado durante algunos a£oa orgn - 
nisaos sensibles, ¿a 1929 Satvyer *T.A.»Xloyd  y Kitchen S.?.(5)9
publicaron un trabajo sobre conservación del virus de la fiebro amari­
lla­

zo recien a partir de 1935 que la desecación por el mótodo de — 
liofili pación adquiere verdadera importnncia»no sólo en la e o cala de - 
la investigación de laboratorio»sino que a partir do entonces se ini­
cia la producción en escala industrlal»dc suero humano9plasna y otros 
productos biológicos—

Ln 1935»318er tf.J.fThonao R.A.y Steffen G.I. (2)»publicaron el re 
sultado de las investigaciones que habían iniciado en el alo 1909.Xfee 
tuaron la desecación de productos congelados»ensayando prinero»pnra re 
tener el vapor de agua que se desprendé:en el transcurso del proceso» 

cono agento deshidratante» en una tubería especial que se conoce 
( oen Lstados Unidos con el nombre de *nanifold*°  '• Luego introdujeron 

el uoo de superficies muy frías para la condensación del.vapor de nguq 
•^rimero usaron colectores enfriados con nieve carbónica a -70^0 y lue­
go utilizaron condensadores enfriados por refrigeración mecánica con - 
712 & -34^0. Zatos colectores tenían un gran numero de conexiones» a - 
las cuales eran unidos los balón el tos que contenían los productos con­
gelado o. Aplicando un vacío conveniente en el eidtema9resultaba un flu

(•)*!  ttaUao "aaalfold" ba traduoido ooao oolsotor.
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Jo do vapor do agua*  doado el material congelado a la tubería do rtfrí 
cornalón» debido a la nenor*  prealón do vapor del hielo en la tubería» 
en comparación con la presión de vapor dclhielo en el balón# Zatos —( 
investigadores fueron loe primeros que desecaron grandes cantidades de 
productos biológicos en los reoipíentes originales, cerrándolos al va - 
cío al final de la operación# Idearon una cañara para la deoecaolpn — 
de materiales en mayores cantidades, y un dispositivo especial paria la 
desecación do microorganismos en pequeños tubitos# De esa manera reali 
aaron la desecación de sueros para fines terapéuticos,antisueroa,anti­
genos,bacterias,fermentos,protosoarios y espiroquetas#-

También en 1'935,Ploadorf LZ#W# y Mudd 3# (6), emplearon principios 
similares,utilizando hielo seco con un solvente, •’nethyl cello oolve*̂  
para el condensador# Aplicaron el procedimiento en la desecación de — 
suero y otras substancias biológicas.—

Ilartloy E# (7) en 1936,ha descripto una técnica por medio de la - 
cual con secados sueros es toriles en el vacío sobre X^Oj# las ampollas 
con suero eran colocadas en un desecador que contenía ¿*305,  y luego la 
presión era reducida lentamente# Hartloy comprobó que lu violenta for­
mación de espuma, que tiene lugar cuando una solución de protoína es - 
llevada a un alto vacío,no era debido a la ebullición de la solución, 
sino a la liberación de loo gasee disuéltoo# -Estableció que reduciendo 
lentamente la presión con la bomba de vacío, podía sor controlada la - 
formación de esptm, consideración muy importante actualmente en los - 
métodos do liefilí andón, cono ce vera mas adelante#-

Greaves n#I.H# y Adair M#3#’(8) aprovecharon esta observación, y 
aplicaron el método a la desecación de materiales congelados, en reci­
pientes constituidos por ampollas o frascos para vacuna de tamaño ade­
cuado# Loa vasos conteniendo la. solución de proteína eran colocados — 
primero en un desecador, sin ningún agente de secante, y la presión era 
reducida a 2 nm.de Hg#- Ocurría entonces la formación de espuma, la - 
cual bajaba cerrando la llave del desecador# Reabriendo y cerrando la 
llave, despúes de 15 minutos obtenían un flúido tranquilo en un alto - 
vacío# Oespúes que el contenido de loo recipientes congelaba,cerraban 
la llave del desecador y lo dejaban en un lugar frío durante tres o — 
cuatro días • Al final del proceso^ dejaban entrar ñire seco a través 
de torres de cloruro de calcio# Loo fraseos los cerraban con /tapones - 
de goma estériles,y atravesando los mismos con una aguja hipodérmica, 
quitaban el aire por medio de un alto vacío# Luego quitaban las agujas 
y cubrían los tapones con un baño de cera# Se oaro n con este método auj 
roe, soluciones de albúminas, complemento*  de cobayo y cultivo de bao-

(° Jileada de éter «etílico y otilen gliool

nm.de
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terlas.-
Sn 1938 Floodorf B.W» y Iludí 3«(9)»con unloaron exltooananta el 

uao de d«n#cantea qulnloos en el nétodo denonlnadoi procero "oxyoahsat %
Xfeotunxon la desecación dol material en recipientes de vidrio*  que - 
son unidos a un colootor, el cual a su ves está en conunicaciáxv'^® —**
cámara de capacidad variable» en la cual os colocado el agente deshi­
dratante constituido por sulfato de caldo# 2ata cámaraestá conectada 
con una bomba de vacío, con la cual se consigue reduair la presión en 
un grado conveniente. Xa congelación Inicial del naterial la efectúan*
en bandejas con una mezcla fría, o sino realizan una auto-congelación 
por medio del vacío (fotografía n° 3 póg.29).Una voz realizada la de­
secación, después de hacer entrar aire seco 7 estéril en los recipien­
tes, estos son re-evacuados y cerrados al vacío# XI sulfató'^ le calcio
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utilizado para absorber el agua es regenerado por el calor,puliendo — 
ser usado varias veces.—

Un trabajo bobro desecación posterlo^fue el de Creaves R.I.H. y 
Adair H.X. (10). Zatos autores emplearon el método do la superficie X- 
fría para la condensación daLvapor de agua, e hicieron Importantes cor 
tribuaiones al estudio de la termodinámica de la desocnolón. Oon^ruye*  
ron una plata experimental de desecación, para desocar oolucionoo de 
proteínas, en volúmenes hasta do cinco litros,distribuidos en un solo 
frasco o en ampollas, que eran colocados en la seoción superior de la 
cámara, constituida por dos cilindros de vidrio unidos en la parte me­
dia. Xa la parte inferior, la cunara está provista do espirales de re­
frigeración, que actúan cono elementos do condensación. 31 aparato es­
tá provisto de elementos de calefacción para suministrar calor duran­
te la operación. Además,por medio de texnocuplas, que actúan en conejt 
xión con "reíais*  temoionicos, efectúan un control muy seguro del ca­
lor ontregadp al material congelado, lo que les permito saber cuando- 
os alcanzado el punto final de la desecación, y mas aún, el porcenta­
je aproaoinado de sequedad del material en un momento dado. Según los w*
autores, ol control dol aparato es tal, que dentro do ciertos línltes, 
las condiciones de desecación pueden ser alteradasa voluntad ( Ssqug 

I) y (fotografía n*  6 pág»35)#-
Xn 1940 Hill J.M. y Pfeifer X.C. (11)hicieron conocer un nuevo - 

proceso para la desecación de suero,plasma y otros productos biológi­
cos: el neto do "adtevao*#  Como en otros prooodinientos, realizaron la 
desseaoion a partir dol estado congelado, por medio del vacío y elimi­
nación del vapor de agua, pero la eliminación de este era realizada - 
en una forma nueva para ese entonces 2 por adsor alón. Utilizaron cono -
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B8QÜ8MA I

¿m«to 88 GW73S 8.1.17. y A8M71 M.B. J¿21
Bate esquena nuestra loa detalles de construcción del aparato de dea a, 
cación que corresponde a la fotografía n^ 6 png» 35 •-
a) Termómetro termoat^tico» b)Tapa de acero superior» oj^tnillo de ace­
ro superior» d)cilindro de vidrio superior» e)Botolla de 20 litros • 
g)Halla calefaotora» h)Pantalla reflectora lustrada» i)Capa de suero 
congelado» J)Plaoa de cobre desmontable del fondo del cilindro;cale - 
factor» k)Anillo de aoero central» l)Espirales de evnporaoión del con 
denaador» n) Cilindro de vidrio inferior» n)BandeJa de goteo para colee 
clonar el agua después del deshielo» o)^nion de los tubos de retorno - 
de las espirales del condensador» p)21aca de acero inferior» q)Tubo — 
da retorno al compresor» r)Tubo de entrada do las espirales del con - 
densador» sJPatas de acero atornilladas al suelo» t)Brazos do soporte 
para el cilindro calefactor» u) Cilindro calefactor de cobre» v)31atri­
bución del gas en tros secoionea de las espirales del condensador» — 
w)Unión a la bomba de vacío»-
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material de ndeoroián gol silícico» por poseer dos importantes cualida­
des i primero » una gran capacidad de adsorción; 7 degundo, forna con el - 
agua una unión física» lo que permito eliminarla fácilmente por calen­
tamiento sin ninguna alteración npre dable. Hacen un breve estudio del 
pro ceso, físico de la adsorción» e indican que la cantidad de vapor de 
agua que se adsorbe es una función de la presión del vapor y de latcBt- 
p era tura» A bajas temperaturas» la capacidad do adsorción es aumentada 
grandemente» hecho que es de gran importancia practica» dado que cuando 
el adsorbente retiene el agua es liberada una cantidad-definida de ca - 
lor (calor de adsorción)» tendiendo en eon forma a reducir la capacidad 
de retención del vapor de agua» Zllmlnnn ese calor en el aparato' »por - 
un sistema de refrigeración»/ en esa forna enfriando el adsorbente le - 
dan mayor capacidad efectiva» Efectuaron principalemente la desecación 
de plasma» obteniendo un producto de excelente calidad con una humedad 
residual del 1?C o menos» EeEalan cono principales ventajas» la economía 
de la operación y el gran margen de seguridad de los productos secados*  

Eloodorf E.’T.» Stokes F.J» y Kudd S» (12)»en 1940,dieron a cono­
cer el denominado:mótodo *deoivac rt»el cual»según los autores,resulta — 
mas económico que los anteriores» sobretodo cuando se trata de socar —.t- 
grandes volúmenes do líquidos,debido a que no utilizan bajas temperatu­
ras de condensación o desecantes químicos para la eliminación del vapor 
de agua; sino que por jwüo de. un sistema puramente mecánico» lo elimi­
nan del alto van lo hacia la atmósfera» empleando para ello una bomba - 
especial de gran capacidad volumétrica» que se conecta dijreotamente cor 
la cámara que contiene el material congelado a desecar» El agua es eli­
minada del aceite de la bomba continuamente, manteniendo el aceite a be 
ja presión de vapor;por un dispositivo de centrífuga» os separada de ln 
emulsión aceite-agua» y este aceite clarificado es retornado al lado de 
alto vacío do la bomba» El sistema es muy eficiente,habiendo obtenido - 
productos con una humedad reoidual del 1;'. Este equipo permite socar de 
10 a 100 litros diarios en un aparato simple» (fotografía n’ 7 pág»38) 

En 1941 3o erner f.» fio ador E.W» y Lukens H. (U)publicaron un tra­
bajo sobro estabilización de complemento de cobayo» al que he de refe - 
rimo ras adelanto •-

En 1942 Christensen ftoyal Z» (14)dosoribió un nparato»para uso de 
laboratorio, de fácil ccn3truúolón»para la defecación de poqueñas cantj 
dudes de productos biológicos n ñl cual he de referirme daspúea.- 

3n 1943» Strumiu tí. y Mo Graw J.J» (15)»describieron un equipo 
para la desecación de plasma humano en grandes cantidadoa» La preconge­
lación la r on 1 i san dentro de las mismas botellas,en las cuales ha de di



tribuirse al producto» colocándola:) on una cámara de pro congelación que 
ea onf riada por nedio delnlcohol» que oa luptílondo al olotona de tubo-» i ’
ría por un ccnprosor» Tor medio de un disponltlvo no cínico» Xas botallei 
giran y el plasna congola en la superficie de lhs nisnao» (Ver Qsqueaa 
n® 5 pág»26 )• SI aparato do desecación consta de una cañara»que exto- 
riornente tiene una canica de agua para elevar o bajar la temperatura; 
en el interior lleva unos costo a especiales para ubicar las botellas —• 
con el material a secar y los elementos pora el registro de 1& tempera­
tura» El vapor de agua que se desprendo» lo retienen en un condensador 
enfriado con ífernnlÉ » y el vacío lo realizan con una bonba Canco üe— 
gavae» Con este equipo secaron plasma humano» suero» cultivos bacterio­
lógicos, leche» jugo de fruta, carnes» etc» con excelente conservación 
de sus propiedades»»

Campbell Eanh y Presuman □avid (16)» construyeron en 1944 un apa­
rato de liofilizaclón para trabajos de laboratorio» que peralte desecar 
un volición de nproxinadamnto 150 granos de agua on cinco horas»»

En 1945 3eegers 'Talter II» (17)hace referencia a un nuevo aparato - 
de liofilización» que peralto secar hasta 200 esa» de líquido» Las carao 
teríeticas del mismo ce aprecian en el esquena n° II» (Basado en el nls*
no hicimos construir uno sene jante » al que no referiré en la parte ex­
perimental) .»

A partir de 1945 Zlosdorf L.U., que es posiblemente quien más ha 
trabajado en este campo, junto. con cus colaboradores ha publicado una - 
serie de trabajos. Xn uno da ellos, titulados Resaca cien por sublima - 
clon"(18), escrito en colaboración con Hull L.V. y ^'udd 3.,se refieren 
a loo principios básicos del proceso de llofilizadón y a la manera de 
congelar loa productos previo n la desecación; citan las formas de elimi 
nación del vapor do agua con los diferentes métodos utiliznblos; esta - 
dian el gradó de vacío y las tempera turna de desecación nece?sairios;los 
recipientes apropiados para el secado; para referirse finalmente a las 
alteraciones que pueden ocurrir en los productos socados durante el pro 
oeso o durante su almacenaje.»

En 1945, yiosdorf 3.^. (19) en su trabajo titulado ^Penicilina de­
secada por oublinación en Estados Unidos y Canadá”, estudia loo diver- 
sos problemas relacionados con el secado de dicha droga por 1 lo fi liza — 
clon.»

La también en 1945, cuando comiénzala aplicarse la lioflllzación 
a diversos alimentos en escala tipo industrial. I\lo3dorf E.^.(20)ae re­
fiere a los problemas de los diversos aspectos de esta rana del secado
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¿PACATO PS S33G3H3 WALTSH W» (17)
Consta de tres unidades: Xa unidad A es una caja metálica bien aisla­
da. Xstá provista de una tapa y va llena de hielo seco para la refri­
geración.
Atravesando la caja va un cilindro de paredes metálicas, constituido - 
por dos unidades B y 0, que están unidas por una juntura pulida cui - 
dadosamente» La unidad 3 va dentro de la caja/haoo de condensador, - 
ni entras que la unidad C contiene el material congelado a' ser seca - 
do»
Cuando se establece el vacío en el sistema, el agua contenida en el - 
producto sublima y se condensa en la parte fría del tubo que va den - 
tro do la caja.—

por sublimación»-
31 único trabajo publicado en nuestro país pertenece al Postor 

Juan A .Hachado (21), quien describió la teonica utilizada para la de­
secación de sueros, vacunas y otros productos aplicados en la medici­
na veterinaria, con estudio de la calidad de loa productos obtenidos, 
duración y cambio en las propiedades de sus constituyentes»-

m 1947 Bradish J.C.,Bmin M»C» y Me Tarlane A.3»(22),describen 
otro aparato de desecación y haoon importantes consideraciones físi­
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cas, necesarias para obtener una velocidad marina de vaporización oom- 
patible con la naturaleza de loe productos a secar.-

Entre otros traba jo a publicado a merecen citarse uno de Frleígood•z
Haagen J.A. , Garst J.B. y Steinitz X.(23) referente a la conoen-*

tracion de substancian urinarias por llofilización para el estudio de 
loa esteroidosi y otro de Chambers M.A. y Nelson J.W. (24)» quienes*  se

* X

han referido últimamente a la conservación de las hojas de belladona 
por el método de liofilizacion»-*

Quiero terminar la introducción a este tema» señalando que últi­
mamente Flosdorf S.W. (27)» ha editado un volumen titulado "Xeseoación 
por sublimación0» en el cual hace un estudio muy amplio de todos los 
aspectos concerní entes a la desecación de substancias biológicas por 
el método de liofilizacion.-
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KL mecanismo del proceso de liofilizaolón oomprende el estudio 
de tres fases fundamentales a saber:

1 - Congel a oion inicial del produoto»-
2 — Eliminaolpn del vapor de agua bajo vacío •-
3 - Grado de vacío requerido y temperatura de desecación.-

1 - COnG^LACIGH IHXCIAI 33E PHOSnCTO
a primer paso,en cualquier procedimiento de liofiliznoión, es 

congelar el producto o solución a socar.-
Hasta hace algunos años se usaron temperaturas muy bajas para - 

efectuar la congelación, alrededor de -78 °G. ,que es la temperatura - 
que da el hielo seco*  Actualmente,cono la velocidad de congelación, no 
solamente es función de la temperatura del medio congelante, sino que 
éste es solo un factor en la rapidez de la transferencia del calor(18 
se ha establecido que es posible congelar a niveles de temperatura — 
mas económicos , alrededor de -40-C. -

Sata congelación puede Realizarse de dos maneras: 
a) Procongelamiento externo a bajas temperaturas:

Tara operaciones en pequefia escola de laboratorio,puede utili - 
zarse un baño con hielo seco y un disolvente, como acetona, alcohol, 
kerosene o ’taethyl ccllosolve*»-
* Cono el tiempo necesario para completar la desecación posterior 
es función entre otros factores, del espesor de la capa de material - 
congelado y de su superficie, conviene efectuar el congelamiento ha - 
siendo rotar los recipientes, de modo que el material quede congelado 
en forma de anillo, alrededor de las paredes del mismo formando una - 
capa delgada.-

Para operaciones en mayor escala, tipo industrial, cuando se tra 
ta de pequeños volúmenes como en el caso de productos médicos, por - 
ejemplo, se congela directamente en las dañaras de secado, por deseen 
so de la temperatura de las mismas a alrededor de -4020. Cuando se — 
trata de volúmenes mayores, como plasma sanguíneo, se usan máquinas - 
especiales en donde se hacen rotor las botellas en un baño a bajas 
temperaturas» Se esa manera se congela en la periferia, de los recipiea 
tes, lo que permite acortar posteriormente el tiempo de secado (Foto­
grafía n° 1 ,pág«25 ) •-

b) Auto congelación por evaporación al vacío:,
i

Aquí, el enfriamiento producido por la evaporación al aplicar — 
el vacío, produce las bajas tempe fracturas que originan la congelación»
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Sa aplicable a producto a donde hay poca fomaciónde espina» 3e puede 
evitar*  o dianiniiir el burbujeo*  desgasificando primero lentamente*  y 
luego de produoe un vacío mas alto para originar la congelaai¿n(7)y(8)» 
late método se aplica especialmente a productos industriales*  tales oo- 
mo alimentos»-

Grenvee H»I.N.(25)*  ha descripto otro método pasa congelar en a- 
nillo*  por centrifugación*que  se conoce con el nombre de * «pin fres — 
zlng*»  Las botellas de 400co. de suero o plasma*  son centrifugadas a — 
una velocidad de 900 revolucionen por minuto*  en una cunara fría a - - 
-18¿C. ¿n esta forma el líquido congela en las paredes del recipiente 
cono pequeños cristales» Greaves dice que este método da al producto -

/

mayor solubilidad una vez secado»-
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2 - ISLIMIKACIOrt BEL VW03 OS AGUA BAJO VAOIO.-
üna voz quo «1 produoto ha oido congelado» el segundo paso es - 

quitarlo el agua congelada por sublimación al va cío.-
Son tres loa métodos generales que pueden utilizarse para dial 

nar el vapor defina» permitiendo así mantener la baja presión en él - 
sistema»

a) Condensación a baja temperatura»-
b) Usof de substancias desecantes.-
o) Por bombeo directo del vapor de agua.-

a) Condensación a baja temperatura»
Late método ea el que ae emplea siempre en loa trabajos de la - 

boratorio en pequeña escala. 3n este caso ae utilizan pequemos conden 
sudores» que son enfriados con hielo seco solo» o bien» con hielo se­
co con algún solvente orgánico» como alcohol» a ce tona u otro.-

También se aplica ampliamente en la industria» donde se emplean 
condensadores que son enfriados con hielo seco» o bien con refrigera­
ción mecánica con freon 12» amoníaco» anhídrido sulfuroso o cloruro - 
de metilo. 51 hielo seco fuá utilizado en los condensadores desde él 
principio» cuando se comenzó a ensiyar la liofiliznoión en escala in­
dustrial. 1935» Elser 7.J., Thomas 3. A. y Steffen G.I.(2)» quienes 
utilizaron primeramente un desecante químico» PgOj» lo reemplazaron - 
después por nieve carbónica. Posteriormente, los mismos investigador- 
res comprendieron que resultaba mas ventajosa la refrigeración meen 
nica y la utilizaron en sus aparatos» que fueron provistos con tubos 
donde circulaba freon 12. Actualmente» ae prefiere no utilizar la nie 
ve carbónica en los aparatos industriales» debido a su mayor costo» - 
salvo en aquellos casos donde sea necesario y siempre que el alto va­
lor de los productos a secar lo Justifiquen.-

Los condensadores con medios refrigerantes fueron aplicados por 
primera vez en la liofilización en 1935(2)*  2n 1939 Greaves R.I.N. y 
Adair M.^. (10) usaron condensadores enfriados con cloruro de metilo y 
anhídrido sulfuroso (ver esquema I» pág. 5 y fotografía ni 6 jág.55 )

Strumia M. y Me Graw 1. (15) utilizaron freon 12. Setos conden­
sadores refrigerados mecánicamente con medios refrigerantes» son los 
que mas so prefieren en la escala industrial debido a su mayor econo­
mía.—
Temperatura de los condensadores s

Con respecto a la temperatura que ha de usarse en el condensa — 
dor» voy a enumerar una serie de consideraciones citadas por Fioadorf 
E.’X. (18), que dice lo siguiente»
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*Xa apropiada temperatura requerida para la superficie de condensa - 
oión*  depende del coeficiente de transmisión del calor a la si^erfidLe 
fría*lo  cual está influenciado por los siguientes factores*:

A) Por la naturaleza do la superficie del condensadora dios al - 
respecto que una superficie metálica es mejor conductora que el vidrio 
o el hielo*  por lo cual ha de preferirse»-

B) lor el ¿rea de la superficie de condensación! establece que - 
debe ser grande*  para mantener en un minino la cantidad de calor a serf 
transferida por unidad de ¿rea» Cuando menor es la cantidad de calor a 
ser transmitida por unidad de ¿rea*  menor en la diferencia total roque 
rida entre la temperatura del refrigerante y la temperatura coxrespon 
diente a la presión de vapor de agua en el sistema.-

P) lor los gases no condensables que contaminan el vapor de agua: 
estos influyen en la diferencia entre la presión de vapor del hielo — 
en el sistema*  y la presión de vapor correspondiente a la temperatura 
de la superficie del hielo en el condesador» Tiste factor se controla - 
usando equipos de alto vado con bombas de adecuada capacidad»—

Dice ZLosdorf D»W»(18)*  que para acelerar la transferencia del 
calor*  se propusieron superficies metálicas de pequera ¿rea continua - 
mente desheladas*  para obtener una superficie metálica en el condensa­
dor*  libre de la capa de hielo de ¿oca conductibilidad» Pero en la prác 
tica*  no se consigue una superficie bien limpia*  porque se forma una - 
película molecular de hielo que es también mala conductora» Además*  se 
requiere un cierre hemótico para las partes móviles (paletas raspado- 
ras) y por lo mismo una mayor capacidad en la bomba» Por consiguiente*  
en estos condensadores de superficie reducida*  deben ser mantenidas - 
temperaturas ma's bajas*  lo cual no compensa la economía que se puede - 
ganar en otra forma»-

31 uso de superficies fijas de mayor ¿rea*  es más simple y da me
* l

jores resultados» Zn los condensadores con superficie grande*  el calor 
a ser transmitido por unidad de área es pequeño*  y ellos mantienen por 
sí mismos una delgada capa de hielo*  de modo que aiabos efectos condu­
cen a una temperatura mas alta del condenaador»-

Después do estas consideraciones*  Floadorf B»W» * considera que el 
resultado do estos cuatro factores enmera dos*  en conjunto determinan 
la presión efectiva del vapor de agua*  que puede sor establecida den - 
tro del sistema do vacío por ol condensador durante la deoecaaipn» Xa 
diferencia entre esta presión y la presión dol vapor del hielo del pro 
duoto que se seca (plasma, medicamentos*  etc»}*  determina la velocidad 
teórica máxima del secado» De acuerdo con esto*  la proaión de vapor —
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del producto, a la temperatura n la cual dobo ser secado, daternlna la 
temperatura a la cual debe sor mantenido oh condensador, lo que depon - 
de por lo tanto de la naturnlesa del producto» En ol gráfico KX III (- 
que pertenece a flosdorff B»W»-18-)f so nuestro la diferencia da premien 
producida por varias t espora tura a de la superficie da condensación, en 
relación a cuatro diferentes temperaturas a las cuales los productos de 
ben ser mantenidos» Establece que para cada uno de lo» productos que se 
seca hay una t cap era tura minina de la superficie de condensación, deba­
jo de la cual sé gana nuy poco lncroniento en la diferencia de presión, 
por una reducción posterior en la temperatura del coi^^ñf/^r»» 

3 3 Q a 1; H a ni

—-Fuerza directriz, expresada en dlfcrenólas do presión, producidas por 
varias tempera turas del ccndensndor,parn productos que se mantienen a — 
tres diferentes temperaturas. Xa cruz en cada curva, reprenonta ln tem­
pero turo do la superficie dol condensador, que origina la nóxina dife — 
rancia paro cualquier valor de acuerdo a la ecuación de Hnpler, no orí - 
girándose ningún orificio restrictivo en las tuberías y partes semejan­
tes, excepto en los inetersticios de la capa exterior del producto wsecc. 
Zato se aplica en el primor tiempo del secado cuando esta sublimará fe ol 
hielo—
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fisto ya había Aldo estudiado por Creaves 2.T.K.(10), quien esta» 
bleció por ejemplo, que do cando cuero a -35^0», estando el condensador 
a -45AC., hay una diferenoia de presión de 0,111 no» de Hg. - 91 se re 
duoe la temperatura. del condensador a la del aire líquido, -184^0. ,1a 
mima diferencia de presión baja la temperatura del suero a -39,5^0,, 
o sea solo en 4,5*0»  •-

Según Fiosdorf ¿•^•(18), ello sería debido a lo siguiente: a ña­
dí da que avanza la desecación, la velocidad de esta disminuye, porque 
al vapor debe difundir o través de loo instoroticios de la capa exter­
na del i?reducto secado poroso, los que actúan cono verdad e/ros orlfi - 
cios.— 2ieo entonces, que se puede aplicar la ley del flujo adiabático 
de loe gases a través de orificios (ficuaoión de Ifapier), según la cual 
una diferencia de presión de vapor entre la superficie del hielo en el 
condensador y aquella do la superficie del liielo dentro del producto - 
que se seca, donde la primera es el 55^ de la última, resultaría en la 
velocidad máxima del flujo de vapor obtenible.-

7n otras palabras,mn allá de un cierto limito, la disminución - 
de la temperatura del condensador no puede compensar las restricciones 
citadas. Por ejemplo: trabajando con plasma a -21-2C., una temperatura 
del condensador del -27*C.  produce una presión de vapor igual a 55£ de 
la presión del plasma, y temperaturas ms bajas del condensador no — 
aportan ningún beneficio.-

Esto nos Índica que no es necesario utilizar en él condensador - 
temperaturas tan bajas como -73-2 c.- 2n la mayoría de los casos es sufl 
cíente una temperatura entro -30*  C. y -40^0. .-

b)üso de substancias desecantes:
Este procedimiento es antiguo, ya que fue utilizado on 1509 por 

Shackell 1.7.(1), quien empleó ácido sulfúrico para retener el vapor - 
de agua en sus experiencias.-

A partir de 1935 so generalizó su uso en la liofilizaclón, y mu­
chos son los investigadores que las han usado.-

Se usó primeramente el pentóxido de fósforo: E13or tf.J.,Thomas - 
2.A. y Steffen G.I.(2); Hartley 1?. (7); y Greaveo n.I.K.y Adair M.S.(8? 
lo emplearon en sus experiencias. Debido a su costo, y a que se encon­
traron desecantes más apropiados,el J£Og dejó de usarso.-

En efecto: más tarde se introdujeron desecantes regenerablos.Es- 
toa tienen la ventaja que una vez usados, so elimina el agua por calen 
tamiento y pueden así ser utilizados de nuevo. Batos delectantes son de 
dos tipos: unos forman con el agua hidratos químicos; tal es el caso • 
del sulfato de calcio, que fuá utilizado por Fio a do rf S.W.(9). en el — 
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proceso ”ary ochen*.  Los otros fijan el rupia por adsorción» cono ocurre 
con ol gol silícico. A medida que se produce el cacado» cono resultado 
de la rcaooián del vapor do agua con el agento químico» se produce 
cierta cantidad do calor (calor de reacoion) al Sismo tiempo que el d¿ 
secante se va saturando y por lo tanto disminuyendo su capacidad (9). 
Debido a ello» para man tener una presión efectiva del vapor del dese -

• I

cante» es necesario eliminar ese calor» lo que so consigue por refrita 
radon; y ademas controlar la cantidad do desocante y cambiarlo por una 
nueva tanda cuando sea necesarlo•-

Bill J.U. y Pfoiffer D.C. (11) utilizaron gol silícico» en un — 
aparato con un cisterna do refrigeración mecánica para eliminar el ca - 
lor« SI gel silícico ti ene la ventaja de que permite adsorber el al — 
cohol y otros solventes orgánicos de las soluciones que se estái secan­
do •-

También ee han ensayado el cloruro de calcio» loa per do rato a de 
magnesio y de bario» pero estos son mas caros y difíciles de regenerar 

De bañera que las substancies más convenientes para esté método» - 
s orlan el sulfato de calcio y al gol silícico.*** • *

/•

o) eliminación del vapor denffl». por bombeo directo:
Este método fu_o introducido por flosdorf 2.^.» Stokes f.J. y — 

Jfudd S. (12)en 1940» cuándo dieron a conocer el proceso denominado " de 
sivac” •-

H vapor de agua es eliminado directamente del sistema por medio 
de las bombas» sin necesidad de condensadores ni agentes químicos»-

Se usan para ello botabas rotatorias de. aceite» las cuales están-p 
provistas con dispositivos especiales (clarificadores centrífugos). En

1

efe oto, por un dispositivo de centrífuga, el agua es eliminada de la — 
emulsión aceite-agua» y ese aceite clarificado es retornado ni lado de 
alto vacío de la bomba. Dichas bombas por lo general son de grsn capa-

V *

cidad» por ct¿l el método resulta muy eficiente»- (fotografía n*  7 
pag.58)

Para operaciones en gran;i escala» cuando es necesario eliminar - 
el vapor de agua de cámaras de secddo de capacidad grande» se prefieren 
los eyectores de vapor con condensadores intercalados»- (fotografía n°

8 píg. 59 )•-
También pueden usarso combinaciones de^reotores de vapor con - 

bombas de difusión de ncoite.-
Segun floodorf S.'J.» Stock es f.J. y KuddS. (12)» con este siete-

* ■ > * 1

aa se puede operar a una porslón inicial de 4»5tam. dó Hg. nanteniendoac V. •
loe materiales congelados sin peligro de deshielos» y til final del ci - 
do de secado puede operarse debajo do los 200 alerones^ lo que permití 

obtener una húmeda rosldjiak del Ijí •-
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tacto r as rn/ncAciBru*.
Para que el vapor do ugun qun sublinn dol producto congelado*  * 

pueda eliminaras linda el condensador*  ce noconario «atener un grado 
do vuelo conveniente en ol cisterna*  que n mi voji en primordial peía * 
ovitar que ocurra ol deshielo de Ion productos quo no ootñn secando.*  

3egun Fio ado rf E.w*(27)*  en elnocadopor sublimación pueden día, 
tingulrse don perlodooi
Primer período.:

Bn cote primer tiempo ol hielo en evaporado a partir do una na­
na helada tlel producto congelado; en la etapa en la cual oe elimina — 
el 58 a S9í del ngun. Lns tcnpomtvms ontnn oienpre debajo de 0¿C.*  
dependiendo loglcnnento de In naturaleza del producto.*

Señala*  que son pocos los productos que pueden ser secado a a —
— 4

una t copera tura myor de *5^0.  en esta primera otnpa. loe alimentos y 
algunos productos módico o pueden aor secados entre -5-2C. y -1O1C. Xa*  
penicilina*  cuando so trata de mezclas impuras*  requiere —4O-2C.; la * 
estreptomicina *30-$C.;  los virus temperaturas debajo de -2O^C..*

«n cuanto a Xa presión*  o grado de vacío*  está también de acuer 
do con la naturaleza del producto*  ya que ella a su vea depende de la 
temperatura a la cual cota siendo secado*  siempre que se use una boa*  
ba de vacío oficiante y no haya entrada de aire en el sistema. Por —- 
ejemplo * cunado oo seca pln&aa*  Xa presión puede ser de 500 a 800 ni- 
cronssj en algunos productos cono suero*  puede ser hasta 2000 a 3000 
alerones*  3n cambio*  cuando as seca penicilina debe ser de 200 a 300 
alerones**

Zlosiorf £.»T. (18) dice también*  que un factor inportante es que 
muchas voces*  aún secando debajo de l^C.*  ocurro una separación eutéc 
tica*  o sen de una parte do solución concentrada*  y se origina una a*  
párente ablandamiento parcial# ¿foto*  que en realidad es aparente*por*  
qúo el producto pernanece duro y quebradla©*  dios quo debe ser evita*  
do usando temperaturas mn bajas» 3e aJií*  por ejemplo*  que para secar 
suero se necesita una temperatura de —9-2C. a *12¿C.;  en cambio para * 
plasna son necesarios *20-23.  a • Xe acuerdo a la presión de va*
por del hielo ^ue corresponde a estas dos temperaturas*  es posible ú*  
nar una presión tres veces ubs alta en la desecación do suero que en 
la de plasma*  como oe ve en la tabla siguiente*  perteneciente a ELos*  
dorf 3.^. (27)
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-• Temperatura y ureaiones de deeeoaoión •-

Producto
Temperatura da dese­
cación en. grados O9

Presión de vapor 
( nm» Hg. )

Promedio de pre 
«ion de vapor

Suero -9*  a -12* 1,8 a 2,3 2,05

Plasma -20*  a -25* 0,5 a 0,8 0,65

Penicilina -28*  a -32* 0,2 h 0,3 0,25

Flosdorf E.W. , solíala que Greaves R.I.H*(26)  sugirió la determina 
clon del punto e uto o tico de las soluciones, para determinar la tempera­
tura a la cual deben ser mantenidas durante la llofilización. De su er> 
partencias saco las siguientes conclusiones: el suero debe ser mantenido 
debajo de —1O-2C. en el primer estado de la desecación; el plasma entre 
—10 y —25fC*  dependiendo de la cantidad de eltrato y de proteínas; la — 
penicilina debajo de —25^0. si es oolución impura ( soluciones puras — 
pueden secarse a temperaturas mas altas); las muestras do caldos de oul 
ti vos para virus y bacterias a —30^0., aunque en algunos casos non ñeca- 
serios -60-3 C., para tener una desecación parfeota. -

Segundo período»
Durante este período es eliminada la pequeña cantidad de agua que 

queda en el producto casi seco, para llevar la humedad residual a un mí 
nimOf a un 0,50$ o menos*  Aquí,el producto casi seco se soneto a una — 
temperatura tan alta cono sea posible, para obtener el mínimo de humo — 
dad en el menor tiempo posible*  Dicha temperatura dependerá antonces de 
la naturaleza del producto: las baaterías y los virus no pueden ser ca­
lentados a temperaturas mayores que la temperatura ambiente; el plasma 
en cambio, puede resistir hasta 80^0.-

En ¿tste segundo período, debo proveerse, sea con la bomba de van­
elo ’y condensador, o con la bpraba de vacío y agentes químicos, una pre­
sión de vapor mas baja que la presión do vapor del producto, pora obte­
ner un bajo contenido residual de humedad*  Generalmente, una presión me 
ñor de 200 miáronos (100 ni orones), y una temperatura del condensador — 
de -40AC. non adecuado s* —

El plasma y el suero pueden calentar a o a 8O-2C.; en cambio las bqo 
terina y virus, los jugos do frutas, la leche,y otros productos so re­
sisten ésa temperatura.-

Para productos higroscópicos, que no son estables a temperaturas 
altas, so puede recurrir a desocantes químicos, cono el sulfato de cal­
cio (9) o el gal silícico (11), con los cuales se pueden conseguir pre­
siones inferiores a 100 ni orones, en combinación con una buena bomba —
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de vncío.-
Hay que hacer notar que la taaperatura del producto que ee esta 

secando*.  en cualquiera de los dos períodos*  está influenciada por el —« 
grado de obstrucción del flujo do vapor de água'al condensador (10)• 
Cuanto mayor sea la obstrucción*  mayor será la temperatura del nroduo»

* * .

tov Xa obstrucción excesiva causada por un vacío pobre*  o debida a — 
perdidas en el sistema*  o a bombas de vacío deficientes*  tubos de diá­
metro angosto*  ampollas do cuello delgado*  o colectores con tuboo lai^ 
gos y delgados*  pueden conducir a una olovación de temperatura tan se­
ria*  que provoquen, el derretimiento del produoto congelado•-

Calentamiento del «producto y velocidad de desecación •—
Tara mantener una temperatura debajo de la temperatura de conge­

lación*  es necesario efectuar un balance entro él suministro de calor 
y la perdida de calor por evaporación*  controlando la relación entre — 
la superficie de evaporación y la superficie del producto congelado(27)

Por lo tanto*  debe tenerse en cuenta el tamaño y la forma del re 
cipiente quo se utilice*  la cantidad de producto congelado y la posi - 
ción y la forma cono se congela el producto.-

KL calor se suministra en la superficie del produoto congelado - 
adyacente a la pared exterior del recipiente*  y se utiliza en la super 
ficie de evaporación»— lógicamente*  cuanto mas rápido pueda ser sumini¿ 
trado el calor*  más rápidamente se realizara la desecación*  pero la - 
temperatura del producto no debo elevarse nunca ñas arriba de su punto 
de licuación»-

Flondorf B»TF» <27)cita al respecto a Greaves H»I»H»(2ó)# quien in 
dica que el suministro del calor latente de sublinaclon# es el factor 
isas importante de la desecación por liofilización» Aplica la ecuación 
de CLayperón para calcular el calor do evaporación del hielo a diferen 
tes. temperaturas:

Establece que de acuerdo a esta ecuación, la velocidad de doaecn 
don depende solamente de lo velocidad de aplicación del calor# la cual 
a su vez depende de:
a) del rendimiento del refrigerador»-
b) de la mas alta temperatura a la cual puede ser secado el produoto# 

la cual a bu vez depende del grado de obstrucción del flujo de va - 
por y de la temperatura del condensador»-

o) de la velocidad de transmisión del calor a través, del material con­
gelado •-

Por consiguiente# ai la potencia do calor es muy alta# es pro di*-  
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eirá «1 deshielo en el punto de oontaoto del Raterial con la superficie 
de calentamiento •-

Greavea R.X.tt.(26) saco el siguiente valor útil: 1 ^att de poten­
cia de calor secará 1 mi. en una hora»»

Establece que el calor aplicado al material congelado» produce — 
una diferencia do presión de vapor entre la superficie evaporante y la 
do condensación, y esto ocasiona una diferencia de temperatura entre 1®*
dos superficies; y por consiguiente en el sistema habrás una diferencia 
de presión; una obstrucción; y una velocidad de flujo» cuya relación es 
la de la ley de Chm:

Diferencia de P. de vapor
■ v ■  ~ " "**  ” “ velocidad de flujoObstrucción de flujo u

X hace, el siguiente razonamiento: como la velocidad de flujo de » 
pende de la potencia de calor en watts» tenemos:

Diferencia dé preuión de vapor — « ..ObJtrucciqT"^fÍüjQ---------- " K x ***•

Greaves R.I.n.(26), defina como unidad obstructiva de resistencia, 
aquella que bajo una diferencia de presión do vapor dé O»O1 nm.de Hg»» — 
pasa el vapor a la velocidad a la cual es liberado por una potencia de 

calor de 1 ^att»

luego: P .w _
H loa

Opresión de vapor en mm. de Hg.
Bxobstrucción expresada en las unidades propuestas
V:potencia de calor en watts

Haciendo H infinitamente pequeña» W puede ser infinitamente gran­
de, sin gran elevación de P ; pero un valor infinitamente grande de W - 
causaría una alta temperatura y la fundición del material congelado en 
la superficie do contacto .-

Xa acuerdo con la fórmula anterior» la desecación en recipientes 
abiertos ( platos ), sera más rápida que la efectuada en botellas abier­
tas o con tapas filtrables.—

Ploadorf S.í.(27) dice sin embargo» que usando botellas de un ori­
ficio apropiado» no hay una diferencia tan amplia en la desecación coro 
la que indica Greaves R.I.H. •-

Velocidad de desecación: La velocidad de desecación varía con la natu­
raleza de los productos que no secan, y de acuerdo con una serie de fao 
toree. Xo aquí que no es posible trazar curvas de desecación que so apli 
quen igualmente a cualquier clase do producto.—

la velocidad de desecación varía en primer lugar , con la forma — 
quo ee congelado el producto: por ejemplo» cuando se congela el plasma

nm.de


a

en forma de anillo dentro do una botella» a medida que la dooecaoion - 
prosigue» la capa do hielo retrocedo» y va aumentando ol ¿rea do evapo­
ración | en consecuencia tiene lu&ir una continua aceleración de la ve­
locidad do desecadon hasta que el hielo ha desaparecido» Zn cambio» — 
en ol cano de que el produoto ce congele pulverizado en una mg>erflde» 
ocurre la inversat la velocidad de desecadon es nao rápida ini dolmen*

• «

te porque el ¿rea de evaporación es rnyor»-
KLocdorf Z»V» (27)» establece que considerando condi dones unifor­

mes» talos cono la defecación de líquidos congeladoan gmnel en red - 
plantes planos» cono bandejas» o en el fondo de las botellas en forma - 
de taco»es posible calcular una velocidad do dooocncicn. Establece que 
ésta es alrrededor de 1 m» de profundidad por hora» trabajando en con­
diciones óptimas de predon de vapor y con medios eficientes de calen­
tamiento»-

Según Flosdorf Z»W»(27)» para la mayoría de las substancias# en 
el 80^ del tiempo de deaecadon» se elimina el 95$ del peso total del - 
agua» Al final del 90$ del tiempo total de desecación» la huaedad fi -¡ 
nal es del 1$» Zn el 10$ final del tiempo» se lleva el contenido final 
de humedad debajo del 0»5$*  Zato se apreda en el Bsquema XV •-

3 9Q ORA IV»-

pr xsccrc.ion x un* solución x 
PflOTEINfíS XL PLRSMR fíL lo */• CONGGLRM EN 

UNH Cfípfí PLfíNfJ UHffOAHE X lo™. X ESPESO*

-—— ( De nosdorf Z.W. -27 - )

Xa velocidad de desecadán varía lógicamente con la máxima teiap¿ 
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ratura pexaltibia para, oualquiar produoto.— 
También tiene au influencia la ooncentraolón inicial da las boIu- a

clon«fl| y Ir naturalesa de los productos» Con concentra dones iniciales 
mayores del 10& se retarda la eliminación de la humedad residual» Tam­
bién se retarda, cuando el material no tiene al final una estructura — 
completamente porosas tal o® el caso del Jugo de naranja concentrado, * 
que para bajar la hiznedad final del IjC al 0,1#, se requiere 20# del ties 
po total de desecación»*

En conduelen, ce puede decir que para cualquier material dado,es 
necesario determinar experimentalmente la velocidad a la cual puede ser 
realizada la desecación»*

En términos generales, según yiocdorf E»I7» se calcula que en ca * 
pas de un espesor de pocos na» hasta 30 m» ,a una temperatura de *1WC  
a *20^0»  la velocidad de desecación sería alrrededor de 1 m» de pro * 
fundida! por hora» En capas tés delgadas, la Keloddad puede ser doble 
o triple*  3n otros productos, como soluciones concentradas de aminoáci­
dos, dice que puede ser tan pequeña como 0,2 rara» de profundidad por ho*

- <

ra»*
Bradish J»C», Brain M»C» y Me Tarlane A»3»(22), creen que la velo 

oidad de desecación esté controlada por las limitaciones en la velooidad 
de transferencia del vapor de agua del producto congelado hada el con - 
densador» Por ello establecen, que para/Sa%ublinaoÍÓn uel hielo tenga 
una velocidad máxima por unidad de área de producto expuesto, a una tem 
peratura especificada, deben satisfacer las siguientes condicióneos

11 1 * la presión del vapor del hielo sublimado en el condensador,se­
ra despreciable comparada con la del hielo a la temperatura del producto 

2 * La superficie de condensación y del producto tendrán una sepa­
ración uniformo y mínima»*

3 - La presión permanente del gas ( generalmente aire ) en el - - 
Ínter-espacio producto-condensador, debe ser mínima»-

4 - Las obstrucciones mecánicas para la transferencia del vapor — 
del producto al condensador deben ser níninhg.-

5 — El producto debe ser do un espesor uniformo y mínimo» *
Establecen que puede demostrarse» que la velocidad maxin» dqfapo- 

rización de una superficie de hielo en un vacío perfecto, esta dada por 
la ecuación:

G zaáx» •» 0,244 gr» por ora2 por segundo )
\ÍT

Pe , os la presión de vapor saturado en m» de mercuxdo» en la su­
perficie del hielo a la temperatura absoluta T»

0,244 es una constante numérica, que es función del peso molecular



d*l  natcriol que •» vaporioa.-
c(. ea el coeficiente de condensación) expresa la fracción de colé- 

cuino de vapor do agua quo entra en la unen do hielo dal condensador, — 
haciendo colisión en su oupnrficlc.—

Citan a Tachulla X«(28), quien ha encontrado para valorea de í e]j 
tre -6OSC. y -86SC», un valor de cf igual a 0,94 £ 0,06.

Según os ton ñuto ron*  onda molécula cuando abandona la superficie 
de evaporación*  sufrirá colisiones con el raterial pardalnonto soco*  y 
en el interespacio que debe recorrer*  para ir a condensarle en la supez^♦ 
fiáis del hielo del condensador • luego*  la velocidad de sublimación ven 
dra dada por la rana del vapor de agua transferida en la unidid de tiara’ 
po * del raterial congelado al condensador»-

*

Debido a ello*  los sisteras de desecación en los cuales la super­
ficie de evaporación y condensación están ampliamente separados*  o en 
los cuales la presión paramente del gas es alta*  la velocidad do subli­
ma ción es baja*  debido a loo numerosos choques moleculares.-

Brndish J»C»*  Brain XC» y Me Mariano A»S»{22)*  dicen que han obt¿ 
nido velocidades de desecación más rápidas*  lo que atribuyen al equipo - 
utilizado * cenáis tente en una bandeja de evaporación y a un condensador 
plano situado a 6cm» arriba del plano de la bandeja*  que reúne todos — 
los requisitos anteriormente enumerados» a plano do superficie del hi^- 
lo retrocede l*5im»  por hora*  lo que les da una velocidad de vapor!zadán 
de 34 raicrogramos por en2 por segundo»-

Flosdorf 3»^» (27)*  analiza las consideraciones de Bradiah y sus qo r
laborado res*  y dice que no hay evidencia de que la velocidad de deseca — 
ción ras rápida*  no sea debida a una mejor transferencia de calor a la — 
superficie de evaporación del hielo» 2?nra nosdorf*  la velocidad de dece 
cación depende de la velocidad con que el calor puedo ser llevado a la — 
superficio de evaporación* —
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OAXS.O

De acuerdo con las consideraciones enmaradas en el capítulo ant¿ 
rior» el equipo utilizad? en el netodo de liofilizacion» comprende el ee, 
tudio de loa siguí ente o aparatos:
1 - Aparatos para el congelamiento inioial del produoto**
2 - Cámaras de desecación y colectores para la unión de los recipientes*
3 - Condensadores para la retención del vapor de agua» Utilización de —

agentes químicos « Equipos para bombeo directo del vapor de agua*»
4 - Equipos para la producción y medida del vacío*»

1 -
1 - APARATOS PARA EL OOKGTXm^TTO TKICIAL DEL PRODUCTO:

Hemos visto que la congelación inicial del producto o soluaión a 
secar» podía realizarse de dos maneras: por precongelamiento externo a » 
bajas temperaturas y por auto congelación por evaporacion>al vacío*»

*■

Con respecto a la forma como ha de congelarse el producto en los — 
recipientes» Flosdorf H*w. (27)cita cuatro variantes:

a) Congelamiento plano» que es el congelamiento efectuado colocando 
las botellas dé costado;

b) Congelamiento inclinado» cuando la botella se eleva del cuello» 
para evitar que el líquido salga del recipiente/ untes que termine la 
congelación;

c) Congelamiento en taco»cuando se congela el material en el fondo 
del recipiente» estando este en posición vertical;*

d) Congelamiento en anillo ( o shell freezing ) que os la congela - 
don efectuada en la periferia de los recipientes» en forma de capa del 
feada » haciendo girar los mismos en el baño congelante*  Este proccdimien 
to es necesario cuando se desecan volúmenes grandes» cono en el caso del 
plasma sanguíneo en que las botellas se cargan con cantidades de 300cra3 
aproximadamente*  Loo recipientes so hacen girar en un baño helado» de mo 
do que él material congola' o en forma de un anillo o banda en la perife­
ria interna de los mismos*  Esto tiene la ventaja de que se obtiene una - 
mayor superficie de evnporaoión»lo quo acelera él secado*  Ademas» la so¿t 
labilidad de los productos secados en esta forma es mayor» debido a la 
mayor superficie » lo que significa una ventaja para productos poco eolu 
bles» como globulinas concentradas*»

la congelación on pequeña escala» se realiza colocando los rociplen 
tes 0 ampollas en un baño helado» con nieve carbónioa y un solvente or » 
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gánioo, como acetona, alcohol, kerosene u otros, oon loa que se detienen 
tendera tura o inferioras a -50^0. Si as quiero congelar en anillo, habrá 
que hacer girar los recipientes mientras as congela.-

Las temperaturas que pueden obtenerse oon nezdao de algunas de e¿ 
tas sustancias y nieve carbónica oon las siguientes:

Alcohol y nieve carbónica ••••»•••••: -72^0.— 
doroforno y nieve carbónica •••««.»: -7730ew 
Eter y nievo carbónica •••••••••«•.•: -7730»-*  
Acetona y nieve carbónica •••••«••••: -56,7^0»-

Se han ideado raóqulnaa especiales , para trabajos en gran escala, 
en las cuales las botellas so hacen ¿Lrar necánionaenté en un bailo en — 
Triado con algún refrigerante como freon 12, alcohol, amoníaco, u otros. 
Tlosdorf E»W. (18), describe una máquina do esta tipo que se ilustra en — 
la fotografía n£ !•—

Fotografía n4 1 *—
—■■máquina pora congelar los materiales en las paredes de los reci ­

pientes on forria do anillo» utilizada en la producción en gran escala.— 
las botellas giran por medio do un dispositivo mecánico en un ba «• 

fio enfriado con refrigeración a base de freon (de ZLoddorf 3.1T.-10-)•-

Strumia Kax y Me Graw 1. (15)»utilizaron un aparato de esta na4 
raleza para congelar los botellas do pinosa» que se ilustra en el esque­
na n4 V »—

Torren J.(29) ha descripto un tipo similar de máquina» para conge-
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-• Aparato para congelar en anillo •-
3

ri;

; 3 - Tapón do ¿joña» £• Cilindros cubier - • 
tos con ¿ona; □ - Hivel del ticohol refrigerado ;3 - GÍnara de metal ai£ 
lador; f — Espirales del evaporados?; G - Agitador; H * Tabla para regu­
lar el movimiento del líquido»-

♦ 
lar material en peqúeftas ampollas*  consistente en un rotor » que hace - 
pasar las ampollas alternativamente en una bandeja con medio congelante. 
Este aparato se ilustra en la fotografía n-2 2.- 1

Xa dijimos que Greaves 3»I»H»(2ó)» ha señalado un nuevo noto do pa­
ra congelar en anillo por centrifugación: las botellas con 400 cn^ de - 
suero o plasma» son centrifugadas a una velocidad de 900 revoluciones 
por minuté» en una cámara fría a -18^C. Sn esta forma» el líquido conge 
la en las paredes del recipiente cono pequemos cristales» Greaves seña­
la que este notodo dn mayor solubilidad a los productos secados»-

En la industria cuando se usa la pro congola don externa » con oual 
quiera de estos métodos» es necesario disponer do enmaras frías de alma 
cesamiento» para poder juntar el número suficiente de recipientes para 
cargar las caoaras»-

Por ello» se recurre mas bien a la auto-congelación» que se reali 
za colocando los recipientes dentro de las cámaras de secado» que püe - 
den sor enfriadas a la temperatura de suboongelaoión» y eféotuahdo el - 
vacío dentro de los mimas»-



Fotografía 2
——Aparato de barren para congelar en pequeñas ampollas. (Tonada del 
libro de ZLosdorf S»W. -27-).-

La formación de espuma que ocurre con algunos productos, puede e- 
limínarse por una desgasificación preliminar*  que so realiza efectuando 
un vacío parcial durante media a una hora» De esta manera se eliminan - 
los ¿nace dieueltos» Una vez que esto ocurre*  se aumenta el vacío y cuan 
do este llega a 2*5  a 1 mru de Hg«*oourre  la congelación y comienza la 
desecaclón.-

Fste método tiene la ventaja de que elimina todas las operaciones 
do manipuleo en los baños líquidos enfriados*  las cámaras de almacena - 
miento y el transporte de los reoipientes a las enmaras de desecación» 
for otra parte*  ee elimina ol peligro del deshielo*que  puede tener lu¿^ 
en estas oporaoionee intermediarias» 31 tipo de cámaras usadas se ilus­
tra en la fotografía Fag» 5 1.-



28

2»CmftA3 OT TRSUQACTON Y C01S0TQR33 PARA IA UniOff 33 103 RKOIPI^WWIt
loa recipiente a con el material congelado 9 deben aer colocado a en 

las canana de desecación, o bien unidos a un apanto que hace de intexw 
mediarlo entre el recipiente, y el condensador»al cual'lio designado con, 
el nombre de colector' Bote colector, no ee otra cosa que un tubo de 
vidrio, que tiene una serie do orificios, en loe cuales van tapones de 
goma ajustados, y a través de estos pasan los tubos de vidrio que los — 
unen a los recipientes con el material congelado» Otros coleotóres están 
constituidos por un tubo de natal que lleva en su superficie una serie - 
de tubos de salida individuales, a loa cuales se unen los recipientes — 
con el material a oecarpor un trozo de goma intermediario •-

Uno de estos equipos fue utilizado por Elser W.J., Thonas 3. A. y — 
Steffen G.I» (2)»-

Fio o do rf E.V» y Mudd 3» (6), disonaron un equipo do este tipo para 
trabajos de laboratorio totalmente de vidrio, cuyas características pue­
den apreciarse en el Bsquema n4 VI •-
3 3 Q U B M A TP VI .-

— ■-■■■Aparato de liofllizaclon utilizado por Flosdorf y TTudd 3»(6)
—■■■■■Se ilustra la forma del colector y como se unen los recipientes al 
mismo, 2nnbion se aprecian las características del condensndor»-

Estos investigadores utilizaron también aparatos de mayor capad - 
dad, construidos de metal, de características, semejantes al anterior, pe * 
ra uso hospitalario y que^ destinaron a la desocaoion de plasma,suero de 
convalesclentes y otros produotos»-

Flosdorf y Uudd 3»(9), en el motodo "cxyochem",también utili­
zaron colectores entre los recipientes y la cámara de desecación, cuyos 
detalles se aprecian en la Fotografía n° 3 •-

(*) Corresponde d tlnaino *aadfold*utillsado en Saldos thldos •-
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Fotografía ni 3 ~ Equipo utilizado por Fio ado rf £.7. y Kudd S»(9) en el 
mátodo aciyo chara *

Conota de una cinara, que lleva en su interior un agente desecan­
te constituido por sulfato de calcio e upe cisiónente preparado, al cual 
ee le puede agregar una pequeña cantidad de gel silícico • para retener 
otros vapores, además del vapor de agua» Esta cámara está en comunica - 
cien con el colector# el cual posee una serie de salidas individuales —*
para la unión de los recipientes con el material a liofilizar»

La pre congelación se realiza desparramando el hielo seco sobre tea 
bandejas que sirven de sosten a los recipientes# o bien por auto-conge­
lación efectuando el vacíp per intermedio de la bomba. -

Al final del secado#los recipientes son cerrados a la llana# ha­
ciendo previamente el vacío dentro de los rilamos.-

En el Esquema n-2 VII se aprocdl la forma de unión de los recipien­
tes al colector.—

Otros autores han utilizado;, colectores colocados en posición ver­
tical • Entre ellos están jyckoff y Lagsdin J.B.(3O), que descri­
ben un aparato que lo designan con el nombre de "pig*.  Consta do un ci­
lindro interno# que hace de condensador# pues dentro de sí so coloca — 
una mezcla congelante» Este cilindro está aislado por el vacío efectuan­
do durante la operación, de otro cilindro externo colocado concéntrica­
mente. Este último tiene un número variable do tubos de solida del mis­
mo material# a los cuales son unidos por intermediarios de goma los re­
cipientes con el material congelado# que pueden ser ampollas o botellas
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—• Recipiente unido al colector (9) i-
M - Sección transversal del colector; Y — llave; R — Tubo de goma de ~ 
unión; C - Recipiente; S - Tubo de vidrio intermediario*  Por P se puede 
hacer entrar aire seco y estéril dentro del 'recipiente*  atravesando el - 
tubo de ¿loma R Con una aduja hipo dérmica unida al cuerpo de una Jeringa 
por donde ee hace entrar el aire secado*  Al final del prooeoo se o o tre­
cha el cuello del recipiente» se excluyo ol aire del mismo y se oierra - 
a la llama •-

de 500 a 700 mm*-  Ploedorf *̂7*  (27)» setoln que los aparatos de este ti. 
po*  tienen la ventaja de que el material congelado está muy próximo al 
condensador, siendo entonces pequeño el trayecto que debe recorrer el vj 
por de agua*  Pero por otro lado tienen la desventa Jade que la superfi-

f

de de condensación resulta pequeña*  lo cual hace necesario*  cuando ee
• 9

secan productos en contldado3 grandes*  aislar los recipientes de la at­
mósfera*  con un genero o algo sene Jante*  para evitar que el material se 
deeoongéle*  Ademas*señala  que el condensador tiene poca capacidad*  lo — 
que hace necesario cargarlo cada hora por lo menos* —

Cuando so útil lana colectores*  os necesario controlar la tempera­
tura do los recipientes*  de acuerdo con los requerimientos necesarios a 
medida que prosigue la desecación*  Soto puado realizarse controlando la 
temperatura de la habitación*  que al comienzo sera baja y luogo se ele­
vará gradualmente*  También pueden utilizarse para elevar la temperatura 
do loo recipientes*  ventiladores que transporten aire calentado sobre — 
lámparas eléctricas*  o lámparas infrarrojas con radiaciones cobre loa — 
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ai amo a • Según Floedorf 3*V*  (Id) lo mejor es utilizar bailo 8 líquidos de 
aceite u otro material, con loa cuales es posible un control nás ostro» 
cho do la temperatura» debido a qué liny una mejor transferencia del ca­
lor en el contacto directo de los recipientes con el líquido*  Sata ope­
ración» genemlemente aumenta el costo del equipo $ debido a esto y a — 
otras mejoras» os que en los procesos industriales se prefieren las ca * 
xiaras de desecación.»

la ventaja de los colectores» está en que ee posible secar una v¿ 
riedad grande de materiales» con distintos tipos de recipientes simultá­
neamente, siendo muy fácil mantener la esterilidad de los miamos*-  
cámaras de desecacioni

Para la producción de materiales liofilisndos en escola industrial 
en Estado a Unidos» Canadá y otros palcos, se utilizan cámaras de deseca*  
ción.»

Son grandes cunaran quo están provistas en su interior de sotan -
tos» en los cuales so apoyan las bandejas con los rateriales a se car*  En 
dichos estantes va un sistema de tubería» por el cual se puede hacer cir 
cular un líquido frío para enfriar la cámara y congelar el material en 
el comienzo del proceso» o un fluido caliente para ir elevando la tempe­
ratura a medida que sea necesario con el curso de la operación.»

Flosdorf E*V*(27)»  dice que los fluido s/Seeutilizan en las cana -
ras» no deben tener una gran viscosidad a las temperaturas mas bajas utl 
limadas; no deben ser inflnmnbloa; y deben tener un punto da ebullición 
arriba de la temperatura ma alta a la cual es necesario calentar los —

mezclas de glicol y agua y otros flúidos*-

productos durante la desecación* Señala que el tri cloro atileno es el lí­
quido n¿3 práctico para este propósito» aunque tnmbión pueden usarse

ypto grafía n$ < — Cámara de de se en clon—(Tonada del libro de Flosdorf E*  
W.-27-)
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Sotas aimaras son bien aleladas y pueden eer enfriadas hasta una — 
temperatura da -4O-2C*,  con lo cual es posible consolar los productos ji 
mantenerlos a baja temperatura necesaria para el primer tiempo del seca­
do. Al final del prooesofla temperatura puede sor elevada hasta 65^0. o 
ñas» Satán provistas de dispositivos para que al final del socado, cua&» 
do se restablece la presión normal, puede hacerse penetrar aire estéril o 
nitrógeno.-
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3 - QQKWMPonsg para ia totehciow vapor as agua - utilización m 
AGENTZ3 QUIMICO3 - BQUIP03 PARA NOMBRO UIRBCTO PUL VAPOR US AGUA.-

H agua qu« subllna del produoto congelado durante ol proceso, ee• .
retenida por medio de condonando re a» o con subo tan dúo quiñi cao absor — 
b ente a » o eliminado directamente con las.bombas» según el equipo que — 
se utilice.-
a) Condensadores:

Loa condensadores utilizados en la lioflliznción los pódenos divi­
dir en dos grupo si Condensadores con hielo seco» y. condensadores con re­
frigeración mecánica.-

Condensadores con hielo seco:
Latos aparatos son de Torna diversa y de material variable»Pueden 

ser pequeños o grandes; construidos de natal o de vidrio.-
2n el Saqueras n£ VI (págZB) se ilustra un condensador de vidrio - 

que fue diseñado por nosdorf S.W. y Mudd 3.(6); el condensador propia­
mente dicho va sumergido en un baño de hielo seco suspendido en un adren 
te orgánico que puede ser acetona»aleohol9 éter» kerosene» tridoroeti- 
leno u otro, flosdorf 2.W. (27)» dice que el solvente que da mejores re — 
cuitados es el •’fcethyl cellosolva*»  debido a su bajo punto de fusión y — 
viscosidad» a su precio razonable» a que es inofensivo y no tiene olor. 
HL recipiente que contiene el solvente orgánico con la nieve carbónica» 
esta aislado para mantener la temperatura.

Hay también condensadores semejantes al descripto» pero construi­
dos de metal.—

los tipos de condensadores citados» son de tamaño pequeño^ para - 
operaciones de laboratorio. ?ero se utilizan también equipos de mayor t¿ 
maño» como el que se ilustra en la fotografía n3 5 •-

Reproduzco tabien un esquema que corresponde al aparato de la fo­
tografía n4 5.-

Otro tipo de condensador de ésta naturaleza es el de Ttyckoff R.W. 
G. y Lagsdin J.B.(3O)«-

Consisto en dos cilindros concéntricos: uno interno» que os el — 
que actúa como condensador» en el cual so coloca hielo seco con el sol­
vento orgánico; y otro externo que tiene en su superficie exterior tu - 
boa de salida de metal» a los cuales se unen los recipientes con el mate 
riel a secar por intermedio de un trozo de goma. 31 oilindro interno o 
condensador queda aislado al hacer el vacío .Un aparato de eota clase uti 
licé en mis experiencias cono se vera en el Capítulo V .-

Los condensadores citados dan una temperatura inferior a -70^0. »— 
que sera variable según el solvente orgánico que se utilice.-
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Fotografía 5 * Condensador da hielo seco, que opera en conexión — 
con una chimara de secado#(de Flosdorf 3#W# -27-)

S S Q Ü S 'M A —

♦—Condensador quo corresponde al aparato de ln fotografía n^ 5 —♦ 
ia parte central va el bailo A con la nievo carbónica y el col- w

vente agónico 9 el cual quedáa ai alado durante la operación por el vár­
elo que se produce en el sistema por medio de la bomba# Por B se comu­
nica con la cunara de desecación9 siendo el punto de entrada del va — 
por de agua# Por C se puede hacer entrar vapor do agua cuando hay que 
descongelar después del secado# B sería la salida para el agua# B1 api 
rato lleva también espirales B9 por donde puede circular un líquido — 
frío si ee quiere ais baja temperatura# T representa la conexión a la 
bomba da vacío» ( do Píoadorf 3.7. -27 -)•-



35

Oondensndoreo con refrigeración laeennlcn:
Son loa que nao ee utilizan en loo procesos industriales por au 

economía»*
Satán provi otoe de espirales» por loo cuales oo hace circular - 

freon» amoníaco» cloruro de metilo» anhídrido sulfuroso u otro líqui­
do por intercedió de un compresor» de acuerdo con loa principios bien 
conocido a que ae aplican en loa equipos produotoroa de frío»-

Greaves H»I»K» y Adnir M»S»(10)» utilizaron un condensador en * 
triado con anhídrido sulfuroso» que ae ilustro en la Fotografía n*  6»-

Fotografía n4 6«- Planta experimental de desecación utilizada por Gre 
avea H»I»N« y Adnir XJ»3» (10)

——--Está constituida por dos cilindro 0 do vidrio» unido a en la par­
te media»

Sn la zona superior se colocan los materiales a secar distribuí 
dos en ampollas o en un solo recipiente»*

la parte inferior de la enmara constituye el condensador! esta
provista de espirales de refrigeración en las cuales circula SO2 •-
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Amblan o» ilustra a continuación un osquema do la cámara do aon • 
dononelón utilizada por Strunia Max M. y No Oraw X.(15)t enfriada con — 

X.

freon»
K 9 Q U M A IX •*

Esquema .de.Ift plaht^ide deoechoión de plama san^iíneo utlligadv por — 
StrwdLa ,&nx M. y He Craw X». (151 •*
——-IIT; entrada de las espirales dol sistema de refrigeración del coi> 
densador; OUT; salida de Xas ni enas; C^» C^> ^3» porciones dol serpentín 
de refrigeración > I;entrada del vapor de agua) B;baae del condensador} 
G;nanónetro para la no di da del vacío; A?; entrada de aire filtrndojAI» -V 
válvula de entrada del aire; VP; unión de la bomba de vacío;H; calefao - 
clon para aumentar la temperatura de la cinara al final de la operación^ 
IB; baño de agua; BO; cámara de desecación; P;plasma; T; termómetro»*
Xas botellas con el plasma congelado previamente» se gol o can en el inte­
rior de la cámara y se cierra la tapa de la misma» Estando ya en funcio­
namiento el sistema de refrigeración del condensador» se pone en marcha 
la bomba de vacío» El vapor de agua sublima Entonces desde la cámara al 
condensador» la temperatura del agua de la camisa que rodea la cámara» sí 
aumenta al final del secado» Tenainnda la operación se para la bomba de 
vacío y se hace entrar aire filtrado a través de la válvula» el cual ee 
seca al pasar por el condensador» Se retiran las botellas» y rápidamente 
se les coloca tapones do goma quo son cubiertos por una substancia gela­
tinosa.*



Con «ato» condensadoras •nfrln.doa con refrigeración aecónica, se 
Obtienen tachera turas da —JO*  a -40*0.,  loa cunloa son convenientes ®a~ 
ra las condiciones requeridas en Xa liofillzadón»-

31 deshielo de los miraos as efectúa fácilmente haciendo circula^ 
agua u otro fluido caliente por loo espirales—

b)Aparatos paro la retendón del vapor de agua con ingentes quínícoas
Cono hemos dicho anteriormente*  en esto tipo da equipos se utili­

zan cámaras en las cuales se colocan substancias químicas que retienen 
el vapor de agua extraído del producto que se está secando»—

yiosdorf 3»^» y Mudd 3» (9)utilizaron un equipo de esta naturaleza 
en el método «cxyochén**  cuyas caracterí atiesa se aprecian en la Potoga 
fía 3*  pág» 29 • 3n la misma se ve la enmara de retención del vapor de 
agua*  en el interior de la cual se coloca sulfato de calcio especialmen­
te preparado*  al cual se le suele agregar a veces gel silícico*  para re- 
tener otros vapores que no sea el de agua» Se ve también el colector pa­
ra la unión de los recipientes que llevan el material a secar*  y qué —

%

pueden ser congelados colocando hielo seco en la bandeja que los sostie­
ne» Al final de la operación los recipientes son cerrados al vacío con 
un soplete»-

31 sulfato de caldo os el desecante químico que más se ha utili­
zado*  por tener gran capacidad para retener el vapor de agua y por ser 
fácilmente regenerable» También se han propuesto otras substancias*  como 
el per el o rato de magnebio*  pero éste es más difícil de regenerar! el clq ! 
ruro de caldo es algo delicuescente y resulta poco ventajoso»-

Pueden ser utilizados adsorbentes físicos como el gel silícico y 
la alúmina» Setos fueron empleados por llill J»K» y Pfeiffer D»C»(11)*  - 
quienes señalan la gran eonvenienda del gal dlídco*  debido a su gran 
capacidad de adsorción*  que le permite retener hasta un 30# de su peso 
do agua» Ademas*  cono la unión con el agua os de carácter físico*  dicen 
que no ocurre deterlorl&adón apredable al eliminar el agua del desecan 
te por el calor*  lo que hace que pueda ser usado indefinidamente»-

Xa capnddad del adsorbente depende no sólo de Xn presión del vqf- 
por a que está expuesto*  sino también de la temperatura del gol mismo» 
Cuando el adsorbente retiene el agua se libera una cierta cantidad, de -

«

calor*  que al elevar la temperatura del adsorbente*  tiende a reducir su 
capnddad do adaordón» Los autores mencionados solucionan este proble­
ma enfriando el desecante por un sistema de refrigera clon»—

La retendón del vapor de hgua con agentes químicos*  resulta venta 
josa para operaciones en pequeña oséala» Para ln producción en gran es­
cala*  la regeneradón de grandes cantidades do desecantes*  no resulta —
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conveniente ni práctica» Estaría indicado su uso para ponan donde no se 
dispone de hielo seco, y donde no se justifique la instalación^ de una 
planta con condensadores refrigerados mecánicamente, por la magnitud de 
la operación»—

o) Equipo a para la elininaoion del agua por bombeo directo:
En este método,el vapor de agua que sublina del producto congelado 

es eliminado direc^támente del sistema, por intermedio de las bombas de - 
vacío»-

la concepción de este método se debe a Flosdorf E»W», Stokes P»J» 
y Mudd S» (12) quienes utilizaron un equipo que se ilustra en la Fotpgra 
fía 7 —

Fotografía n£ 7 — Equipo utilizado por KLosdorf E*W*»Stokes  F*J*  y Mudd 
S*(12)>  631 el método "desivao*

La cámara de secado está conectada directamente a la bomba de va - 
cío*  Durante la operación el agua ee eliminada continuamente de la bomba» 
manteniendo el aceite a baja presión* —

Utilizan para ello bpmbas de gran capacidad Volumétrica» en las — 
cuales oirouls el aceite usado en el cierre u obturación de vacío» en — 
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ves de tener un bafio estatioo de aoeite. Por medio de un d±pcsitivo(una 
centrífuga operando continuamente» o clarificador centrífugo)» el agua 
ee separa de la emulsión aceite-agua» y el aceite clarificado vuelve — 
nuevamente a la bomba» De esa manera tienen siempre disponible aceite d 
baja preoion de vapor para el cierre de alto vacío de la bomba. -

Pura operaciones en gran escala» se usan preferiblemente eyeotore 
de vapor con condensadores intercalados, que tienen una capacidad mucho 
mayor para eliminar el gran volumen de vapor de agua que se desprende» 

la Fotografía n> 6 podemos ver uno de estos eyectores de vapor»—

Fotografía n4 8 — — ^rector de vapor para el bombeo directo del vapor d 
agua»-

Oon este método se puede operar a una presión inicial de 4»5mm de 
Ug. sin que los materiales se descongelen» y al final del socado la bo& 
ba produce un presión debajo de 200 mi orones» con lo cual el contenido • 
de humedad del producto secado se lleva debajo del 1?C •*

Operando con condensadores» la presión por lo general esta debajo 
de 200 miáronos • Los desecantes químicos permiten una presión mas nlta( 
hasta 1 a 2 mm» debido a su capacidad para retenor el vapor de agua»—
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4 - EQUIPOS PATU PSOOTOCTOK Y MSDIflA, BEL VACIO t-

el proceso de liofiligaoión es neoosarlo contar oon aparatos p¿ 
ra la producción del vacío, ya que es preciso eliminar del sisteaa el 
por de agua y los gasee no condensables, cono así también los gases que 
so encuentran disueltos on el producto que se seca»-

Debe disponerse entonces de una bomba de alto vacío conveniente»- 
Las bombas do vacío se las puede clasificar en dos grandes grupos

a saber t

Bombas de vacío

Mecánicas rotatorias

'21 fusores
□a nerourio

Da aceita
Voy a omitir la descripción y funcionamiento de cada una de los - 

tipos de bombas, que puede consultarse en cualquier manual, indicando — 
solamente cuales son las que se utilizan en el proceso de liofilizadon»

Xas bombas rotatorias mecánicas son las mas ampliamente usadas, — 
porque con ellas puede obtenerse el grado do vacío necesario para la de-

• 4

secación, siendo además las qué mas comunmente se tienen disponibles en 
cualquier labórate rio »-

Por otra parte? la mayoría de las veces no es necesario diponer - 
de un vacío mas alto, como aquel que puede obtenerse con las bombas di­
fusores» En efecto: según indica Elosdorf E.*f»(27),  la presión parcial 
dél vapor de agua en el sistema, depende do la temperatura del condensa­
dor o de la eficacia del agénte químico, y de la temperatura y grado de 
sequedad de lo substancia a secar»Adenást la presión parcial del aire — 
residual en el sistema dependerá de la entrada de aire que pueda haber 
en el mismo (perdidas) y de la eficacia de la bomba utilizada» Por con­
siguiente agrega, que no es necesario que la bomba evacúe debajo de las 
presiones correspondientes a la temperatura del condensador, pero sí, — 
que tenga suficiente capacidad cono para provenir la concentración de — 
los gasea no condensables en ol condensador» Cita el siguiente ejemplo: 
si la temperatura del condensador os do -40^0», la presión de vapor del 
hielo a esa temperatura sera de 90 mi orones» Entonces, en osas condición*
nos pasará por el sistema vapor de agua a una presión de 90 mi orones —. 
arrastrando el aire residual con el» A esta temperatura del condensador; 
no hay neoesidad de tener un vacío más alto, ya que la presión solamen­
te llegaría a igualar a la presión que corresponde a la temperatura del 
condensador»- En otras palabras, si se quiera producir la aspiraoión a 
una presión, debajo de la que corresponde a la temperatura dél condena^ 
dor, no se obtiene ninguna ventaja, porque la bomba sólo extraería hie­
lo del condensador»-
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Cono los oondonendorea que so utilizan operan, a una témpora tura do 
•30a a -4MC. » el rango do presión que correspondo a osa temperatura es 
de 100 a 300 ni orones•»

Sato o nivel os de prosión son fndlmonte obtenibles oon la modernas a
bombas do vacío me conloan tipo rotatorio » no siondo necesario por lo teje 
to reourrir a las bombas difusoras•-

Cuando so unan desecantes químico o » cono el sulfato de calcio (9)»- 
80 puede trabajar a presiones mas altas, debido a que los agentes quiñi» 
eos producen una presión pardal de vapor de agua baja en el sistema*»

las bombas de vacío deben colocarse próximas al resto dol equipo*  
/ las tuberías de unión deben ser heraeticas 7 do diámetro convonionte» 
con codos suaves» no agudos*»

Cuando se trabaja en grandes platas industriales, como ocurre en » 
la desecación de alimentos» es necesario tener mayor capacidad de evacúa 
don del vapor de agua» Se recurre entonces a los eyectores de vapor de 
4 o 5 tiempos» con uno o mas condensadores intercalados*»  
Fivel de vacíot

El rango de vacío que so utiliza en la. desecación por ol método de 
llofilizadón» es por lo general de 100 a 300 micrones» pudiendollegar a 
2 o 3 mm*»  según el equipo que se utilice» la aubatancin que se este se» 
cando» o el momento del cielo dol secado que se considero'*»

Este nivel de vacío esta comprendido dentro de lo que hoy so cono» 
ce como alto vacío*»

Para la medida del alto vacío se utilizan manómetros espedales*»
t

Loa mano metros comunes de mercurio en Ü» sirven para medir la pre­
sión absoluta» pero carecen de sensibilidad» de nodo que solamente puo - 
den servir como auxiliares durante la llofilizadón*»

Entre los manómetros utilizados para la medida del alto vacío» te» 
nomos los manómetros terao-eloctricos, los de ionización de gases y los 
manómetros tipo Mo Lood •» 
Wnómetroo torno-eléctricoaa

El prindpio en que se basan es el siguiente; Cuando se calienta »
un filamento en un rodpiente lleno de un gas a una presión bastante ba» 
ja» para que su coefldente de conductibilidad térmica varíe con la pre» 
sión» este filamento adquiero una dorta temperatura.»

Esta temperatura de equilibrio es despreciable» cuando la perdida 
de energía por radiadón, conducción y convexión» es igual al aporte de 
energía por la corriente ele o trica.-Si se arregla de nodo que las pérdi­
das por radiadón» conducción y convexión», sean desprodnblee frente a» 
las perdidas debidas al transporte de energía por las molo culac del gas 
que choca sucesivamente el filamento y las paredes» la temperatura del • 
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filan«ntOf para un aporto do energía deternlnado, será funden únlva — 
■ente de la presión del gas»-

XI filamento «ata Tomado por una Borlo alternada de dos metales» 
dando lugar a una fuerza electromotriz terrao-elcotrioat las soldaduras 
impares soñ enfriadas y las soldaduras paros están lo nao lejos posible 
do las soldaduras frías*  Cuando se calienta esté filamento así consti*-  
tuído» las temperaturas pares toman una temperatura do equilibrio» que 
depende de la conductibilidad dol medio ambiente y do la intensidad de 
la corriente de calentamiento» mientras que las soldaduras impares per»*
manecen a una temperatura constante*  Aparecen entonces en las extremida 
des del filamento» una fuerza electromotriz» que es fundón de la pre­
sión que se quiere medir» la cual, se puodo leer sobre la escala de un - 
nilivoltímetro* —

KL manómetro os sensible en el rango de 1 a 100 ni orones•-
Flosdorf B*W*(27)  sanóla que este tipo de manómetro no os conve - 

miente usarlo en la liofilizadón debido a lo siguiente: 31 vapor de 
agua» el hidrogeno y otros gases» conducen el calor en mayor extensión 
que el aire a la misma presión» y por consiguiente un manómetro calibra 
do con aire daría lecturas inexactas con otros gases o vapores*  Hn la - 
liofilizadon» en los distintos momentos del secado oanbia la proporciá 
do vapor de agua y ñire, y por consiguiente sería requerídarúna calibra­
ción diferente en los distintos tiempos*  Por otra parte» la perdida de , 
aire en el equipo puede variar do un día a otro » y soría otro factor - 
do error cuando so quiere trabajar,en condiciones uniformes*-

Sin embargo» otros autores» cono Greaves R.I.H. y Adair lf*E*  (10)» 
quienes utilizaron un manómetro Pimni que pertenece a este tipo» reco-

i 
mi endan su uso* —
Manómetros de ionización de gases:

Están basados en la conductibilidad eléctrica do los gases ioniz¿ 
dos*  Si se establece un campo eléctrico de sentido conveniente entre do: 
electrodos» en donde el uno es una fuente electrones (por ejemplo un fi­
lamento de platino o de tungsteno*  llevado a la incandesccncia)se produci 
una corriente electrónica del cátodo hacia ol ¿nodo*  los electrones que 
componen esa corriente» encuentran las moléculas del gas residual» dan ­
do lugar a una ionización por el choque*-

SI numero de iones positivos formados es proporcional a la presioi 
del gas*  Recogiendo esos iones positivos en un teroer electrodo» o plqd 
con un potenoial negativo» se establece una corriente proporcional a la 
presión*  Por medio de un medidor en el circuito do la placa» es medida 
la corriente iónica pura indicar directamente el vacío en miorones*-



43

Satos mano no tro a permiten medir presiones entro 10 * y 10 m» — 
de mercurio»-

Jlosdorf E.w»(27)> señala para este tipo de manómetros el ni sao - 
inconveniente que en loa antoriores»-
Manómetro Me Xeodi

Bate manómetro ofrece una serie de ventajas» do aquí que sea el- 
aparato más re con endable pora la medida del vacío en la docecacdón por 
el método de liofilisnción»-

* V

Ho requiere ni baterías ni conexiones elootrioasf tiene un rango 
de medida do vacío muy amplio que va desde una fracción do nicron a — 
5000 mi orones¡ los gasea no causan errores como en el caso de los manó­
metros anteriores»-

Dcscripcióni M principio dol manómetro Me Xeod se basa en la Ley 
de Boyle y Mariotte, que establece que a una temperatura constante9 la 
presión de un gas es directamente proporcional a su densidad» o inversa 
sentó proporcional a su volumen»-

El volumen de la cámara A (esquena n4 X)f medido a partir de la - 
línea OD es conocido •-

ESQUEMA TU X *»-

—• Manómetro Mo Xeod •—

El volmen del tubo capilar TI es perfectamente do terminado» Los 
tubos X ®3 80 comunican con el sistema de vacío» zn el reservorio B 
hay una cantidad do mercurio que permite llenar el recipiente A» y los

A

tubos * T2 y I3
Cuando so quiero efectuar una lectura del vacío*  él norcurlo del 
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recipiente R, ee hnoe entrar en la cañara A. Para realizar eota opera­
ción algunos tipos de manómetros son indinados oolooóndolos en poslol&x 
vertical; otros llevan una ampolla de norcurio, y levantando la mima 
el mercurio penetra en la cámara A. Cuando él nivel, del mercurio alami­
na la línea CD, queda encerrado un volumen de aire V en la cunara A y en 
el capilar Antes de ello la presión en la cámara A y en el capilar, 
es igual a la presión en el sistema de vacío x, al. cual esta conectado 
por los tubos ?£ y Tj, quo es lo que se quiere medir.

A medida que el nercurio se eleva en el recipiente A, y en él tu­
bo TjJ y también en los tubos 52 y T3 ) el volumen de gas en la cámara 
A, es comprimido en el pequeño capilar TI» Supongamos que se haya llega 
do a comprimir el gas hasta un volumen v, su presión sera x-th, siendo h 
la diferencia de nivel de mercurio.

Por la ley de Boyle y Marlotte tendremos;
v. ( x ♦ H ) •» T. x

Para valoreo muy pequeños de x puedo escribirlos
v • h * V» x

de donde: x » • h

El volumen del tubo capilar v se conoce . y, o volumen de la amp¡¿ 
lia A viene definido por construcción misma del aparato. De nodo que •— 
basta leer h, para obtener el dato de la presión x •-

Todos loo manómetros traen una escala donde se lee h, indicando - 
directamente la presión en mi orones

Flondorf E.u.(jl), ha señalado los errores que pueden oometerse - 
con ¿ote manómetro cuando existen vapores condensables en el sistema» En 
efecto, cuando estos vapores son comprimidos en ol capilar 2^, si la — 
presión ejercida alcanza la presión do condensación ( lo que varia con 
la temperatura ) el vapor condensa y cono resultado de la contracción? 
el mercurios ascenderá mas en el tubo capilar, indicando un vacío mas — 
perfecto que el que en realidad existe. Indica la manera do corregir es 
toa errores, señalando que lo mas practico os recurrir o trampas quími­
cas.—

Comunmente los manómetros traen un compuesto químico séloocionado, 
que permite retener el vapor de agua y otros compuestos tales como alco­
hol y aceites que dan errores semejantes. Estos compuestos químicos tie­
nen agregado un indicador, que determina el momento que debe ser reeaplg

/

zado por nuovó material.—
También pueden utilizarse trampas de condensación oon hielo seoo 

o aire líquido para excluir la humedad, pero resultan menos prácticas.—
Flosdorf E.V.(jl), señala quo las trampas químicas o do condensa-
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alón» hacen que el amaSaatro eeBale la pro alón verdadera «a al elote» 
na, aunque oolanente entre aire eeoo en el manómetro en todo momento»*

Mee que el aire ee aouaula en cantidad de nodo que ou presión •— 
equilibra exactamente la pro alón total do vapor de agua y aire en el ele, 
tesa» en el otro lado do la trampa»*
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xv - y n x h ex y ax b s a y i i o a o i o w b s xbx mb t o do 
D 8 3 8 0 A D O POR D X O T I t i 2 A O (! O »

Zas aplicaciones do la desecaoión por el método de liofiliradón 
son muy numerosas actualmente» lo cual es un índice de los-resultados - 
obtenidos.-

los productos que se secan podemos incluirlo a en dos grandes gru­
pos:

Productos médicos •-
Productos alimenticios ♦-

PRODUCTOS MKDICOS
Si bien es cierto que cuando so seca cualquier substancia» es ne­

cesario mantener su esterilidad durante el proceso y almacenamiento^ pa 
ra asegurar su conservación» esto es absolutamente indispensable en él 
caso de los productos médicos» ya que la mayoría de ellos se usan por — 
vía paronteral.-

Bs por eso que generalmente) se desocan en las ampollas o recipien 
tes finales» en los cuales se los almacena y distribuyo.-

Voy a enumerar a continuación los substancias que se han secado y 
conservado con éxito dentro de este campo•-
1 — Suero humano do convnlnncientos.—

Bo ésto el primero de los productos médicos al cual se aplico la 
liofilización*-

So cabo que el suero obtenido al final de ciertas enfermedades» es 
peoialmente enfermedades de los niños» puedo tener valor como preventi­
vo en posteriores epidemias. 21 problema de la detariorinación de estos 
sueros» ha ddo resucito con la liofiliza ción, que permite la conserva - 
don durante dos o tres años» con mantenimiento de su potencia original.*

Bo es necesario agregar ningún conservador al suero» pero por lo 
general se prefiere añadir algún agenta como ol northiolate» oon ol ob­
jeto de disminuir él peligro de contaminación» al ser restaurado el es­
tado líquido en el momento de su uso (27) *•-

Batos sueros se someten generalmente al control do reacciones se- 
rológicas para diagnóstico do la sífilis» poro inclusivo no sería nece­
sario ya que esta probado que la espiroqueta pulida no sobrevive después 
de la desecación (32)*-

De esta manera puedm conservarse cueros de convnleadentcs de sa­
rampión» escarlatina» viruela» paperas y otras enfermedades*-

Por otra parte» ha sido señalado que el suero do sujetos normales 
da resultados satisfactorios en la inmunización y tratamiento contra la 
viruela» el sarampión» escarlatina y coqueluche (33) •-



47

Sn definitiva*  cualquiera sea el suero que se utilice*  lo Impor­
tante es que puede ser almacenado largo tiempo inalterable*  y ser apl¿, 
cado con resultados clínicos semejantes si de un suero líquido fresco»-

2 — Plasma y euero/ jmnníneos humanos»—
SI plasma sanguíneo humano y ol suero pueden secarse y conserva^ 

se con resultados excelentes por ol método de lioflllzad&u—
Fue en 1935 que Flosdorf B»tf»(6)*  seco por primera ves él plasma 

sanguíneo al estado congelado*  en los recipientes finales para su dis­
tribución y aplicación en clínlcn médica.-

Es bien conocida la gran aplicación que tienen estos productos — 
en transfusiones para el tratamiento de las hemorragias*  shoks secundA 
ríos*  tox&oias*  quemaduras*  etc«-

H plasma humano normal al estado líquido puede conservarse alga 
nos meses a una temperatura alrededor de la temperatura ambiente(27)*-  
pero pierde una serie de propiedades i la contaminación bactérica ocu­
rre muy fácilmente y constituye un gran riesgo? se pierden los compo - 
nentes lábiles como los factores de la coagulación y muchos nnticuer — 
pos»-

Esto indios que no reuniría las condiciones exigidas para uso me­
dí co»-

33. plasma puedo conservara© congelado»£n esta forma so conserva 
bien*  pero la desventaja descansa en que son necesarias cámaras do con 
galación para su alna cenadonto y distribución» Además la restauradón 
o descongelación requiere un tiempo cinco o diez voces mayor que la di 
solución del plasma liofilizado»-

£1 plasma desecado por liofllizadón es estable durante dnco — 
años sin refrigeración*  y es disponible instantáneamente para transfun 
dirlo dentro de los dnco minutos después de agregarlo agua para cu — 
restauración—

£1 plasma y suero sanguíneos humanos fueron usados en grandes — 
cantidades para el tratamiento de los accidentes durante la pasada gug 
rra» Actualmente*  en muchos países existen plantas do desecación de p- 
plasma*  siendo un medicamento de uso diario on hospitales y sanatorios*

Entre nosotros hace ya algunos años quo funcionan algunas plan - »-
tas de desecación de plasma. Entro ellas se enouentra Ib planta del — 
Instituto do Henoterapia de la Provincia de Buenos Aires, con sede en 
la Ciudad de Eva Perón, quo abasteóo a nuchoo hospitales de esta Pro— 
vinda*-

Plosdorf E.7. (27), cita una publicación de Barondos H. (34),a— 
gún la cual el plasma secado ejercería efeotos benéficos por vía oral
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dias, gastritis, ulceras y diarreas. Meen que el plasma actúa cono — 
un buffer para la acides góotrica ejerciendo una acción calmante sobre*
los tejidos enferaos o is£lanadoa| ayuda a la regeneración do los nls» 
nos y posee propiedades nntitóxicas y antibióticos» Establecen que pu¿ 
de prescribirse con mezclas frías agradables, o en capsulns oon capa — 
entérica, o mezclado con polvo de manzana, que es un coadyuvante en él

9 

tratamiento de los desórdenes gastrointestinales.-
El plasma o suero es secado en cantidades de 200 a 300 mi. en re 

cipientes de 500 mi. de capacidad por lo general. Terminado el secado, 
loa recipientes se cierran con tapones de goma, y a través de ellos se 
hace el vacío.-

COmo los tapones de goma oon algo permeables a ln humedad,sobre 
todo en las zonas donde hay elevada temperatura y humedad,en Estados 
Unidos suele colocarse él recipiente de vidrio dentro de otro de metaS, 
para asegurar una mayor protección. También pueden utilizarse reoipien 
tes o ampollas totalmente de vidrio, quo so cierran herméticamente a 
la llama.—

El plasma secado por liofllizadón se presonta como un material 
liviano de naturaleza porosa, que puede ser reducido fácilmente por sa 
cu di miento a un polvo mullido » Es de color nnbar doro, siempre que — 
él producto original no tenga mucha hemoglobina» Es muy soluble en — 
aguas el polvo resultante de 300 ni. de plasma puede disolverse on — 
250 zal. de agua destilada apirógena en un tiempo do alrededor de un mi 
ñuto. A veces se lo disuelve también en una solución de acido cítrico 
al 0,1^ (15) í—

El plasma desecado conserva sus propiedades originales: tiene un 
contenido wxlnp de complemento y de protrombina ; las proteínas no su 
fren ninguna alteración química doterninable: se han hecho estudios — 
por electro foro si o con nuestras de plasma desecado obteniéndose datos 
normales (35)*  Presenta una ligera túrbidos que se atribuye a los com­
ponentes lipoídicos de naturaleza liófoba (18), pero dicha túrbidos no 
afecta en nada el producto, el cual es perfectamente utilizable para — 
Inyección endovenosa sin que cause reacciones • EL pH del plasma lloíl 
11 zado y reconstituyo con agua destilada varía de 8,2 a 9,3F ol mismo 
regenerado con solución de ácido cítrico ol 0,l$í varía de 7,4 a 7,8(15 
I este aumento de pH se debe a la perdida de OOg durante el proceso, y 
hay que hacer notar, que esa alcalinidad no constituye ningún inconve­
niente para su uso» ZL contenido final de humedad es por lo general - 
inferior al l?t

El plasma socado por liofilizadón, cuando es envasado en perfeo



49

tas condiciones, nonti ene sus propiedades durante varios aSos**
Shmbiín sé ha aplicado la liofilizadon para desecar algunas frac*  

dones del suero o plasma • Según Tlosdorf B»tf»(27),la albúmina de suero, 
la pseudoglobulina , la euglobulina y el flbrinogeno, como también las — 
sustancias lábiles cono la protrombina , secadas por liofüisaaion,son* 
perfectamente solubles y nantionen su actividad biológica durante un afio 
o más» Cita que Oohn y sus colaboradores (36),han separado diferentes — 
fracciones del plasma, que pueden ser luego secadas al estado congelado, 
obteniendo productos estables purificados, que pueden ser fadimente re- 
disueltos»*

Xa albúmina de suero desecada, y luego re-di suelta so ha utilizado 
en vez del plasma sanguíneo» Xa principal ventaja de su uso fue durante•< 
la guerra en los bandos de desembarco, donde era necesario llevar peque*  
fioa volúmenes»*

3*  Substitutos^ tíd Plasma sanguíneo humano»*
Muchas son las substancias que se han ensayado para reemplazar él*

plasma sanguíneo, pero hasta él presente, las únicas que han dado resul­
tados efectivos, son la albúmina de suero humano, a la que ya me referí, 
y las soluciones de gelatina**

Xas solucioneo de gelatina desecadas por liofilizacion, originan * 
un producto con excelente solubilidad» S!n efecto, ordinariamente debe di 
solverse en agua caliente, mientras que una vez secada por llofUlzadon 
se disuelve rápidamente en agua fría»*

Xa gelatina es una proteína incompleta, por eso se sude agregar a 
las soluciones , aminoácidos o hidrolizados de proteína s para reforzar 
su contenido proteico, y el producto,resultante, secado bajo condicione! 
asépticas, puede usarse cono substituto del plasma sanguíneo (27)»*

Se han ensayado también polisacáridos dé Iq goma acacia, pectina, 
y globulinas derivadas de los eritrocitos , pero con resultados poco sa*  
tisfactorios, debido a las reacciones que producen algunos de ellos, si 
ser inye otados (37)»*

Actualmente se está ensayando en Sotados Uhidos el dextran, polisa 
cárido constituido de multitud de mole aulas de glucosa» Parece que es ** 
un producto de bajo costo, fácilmente soluble, que puede restaurar la ** 
presión arterial, y aumentar el volumen sanguíneo en forma semejante al 
plasma, en el tratamiento del shock.*

se encuentra en estudio la polivínilpirrolidona,' que es un 
producto obtenido por vía sintética»*

Otro substituto del plasma humano, que actualmente está en estudio 
es el plasma obtenido de'animales(vacunos y equinos), que deeensibilizaR
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do por un tratamiento «epaolal» sería aplicable en la nedldna hmana«X& %
el aaso de que lleguen a utilizarse loa plasmas heterólogos» él secado — 
por liofillzadón sería el método ideal para, asegurar su oonservaoióntal» 
macenamiento y distribución.»

4 — Antitoxinas •»
Del mismo modo que se conservad el suero humano» as pueden conser » 

var los sueros de animales » y junto con ellos ciertos anticuerpos» Sor - 
ejemplos la antitoxina diftérica líquida pierde su actividad en pocos me » 
sea» mientras que secada por lioflllz^eión » conserva sus propiedades por 
lo nenoa durante tres años» Transcribo a continuación datos pert ene cien - 
tes a Fioadorf S.1T. y Hudd S» (18)»»

Disminución de la potencia de la antitoxina diftérica » almacenada a 37°C 
en recipientes da vidrio •»

Humedad
Inicial

Potuncia: unidades por mi*.

Inicial 6 semanas 6 mesea 18 meses 3 aEos
líquido - 550, 550 45 0 -
Seco 0.5¿ 550 550 550 550 450
Seco 5 n 8 Jt 550 45 insoluole •• «•

Flosdorf B.$.(27)» dice que ciertas antitoxinas una ves secadas su­
fren inicialmente una perdida de potencia» pero luego se mantienen alcan­
zando un estado estable durante alerto tiempo» De allí» que séllala que me­
jor es secarla en un volumen grande y almacenarla en esa forran?» Durante * 
ese almacenamiento» la antitoxina alcanza su estado estable» Una vez que 
ello ocurre» el contenido del frasco se lleva a volumen; se hace una fil4 
tración por filtro Seitz para eliminar la turbidez y se ajusta el título 
por dilución al punto deseado» Entonaos se distribuye en los recipientes 
finales y se llofiliza por segunda vez» De esa manera se obtiene un produ 
to con un título definido» establee * tres aHos por lo menos.»

5 — Proteínas y globulinas concentradas.»
Zas proteínas se adaptan bien al secado por liofllizaolón» y no su­

fren alteraciones durante el proceso y posterior almacenamiento (35) •»
Cuando se secan pro teínas» junto con lípidos» tal es el caso de los 

sueros por ejemplo» la porosidad y fragilidad del material deshidratado»ha 
ce que los lípidos sean fácilmente extraíbles con Solventes orgánicos» y 
al mismo tiempo la desnaturalización de las proteínas durante ¿se proceso 
es menor que cuando dicha extracción se hace con el produoto al estado 14 
quido.»



Bebido a que loo anticuerpos están oontehidos en la fracción ¿loba» 
línioa de loa sueros Inmunes*  se ha hecho una practica corriente separa*  
esa fra ación*  para reducir el volumen a oer inyeotado*y  la cantidad de — 
proteínas extrafias*  y evitar en esa toma las reacciones alérgicas (27)» ' 4

Según Flosdorf K»V» sotas fracciones globulínioas pueden secarse — 
por liofUlsación*  no habiendo pérdida^ de su actividad durante la deseca 
ción*  con mntenimiento de su potencia durante el almacenamiento» Los sue 
ros anti-ofídicos * que se altaran rápidamente al estado líquido* eobreto 
do en las sones cálidas*  ee conservan muy bien en la forran indi cada» -

Flosdorf R»V»(27) sédala que estas globulinas concentradas so redi­
suelven lentamente*  necesitando a veces hasta media hora*  y a este raspeo» 
to cita un trabajo do Xahirl B»C»(38)9 según el cual la baja solubilidad 
da las globulinas de loe sueros inmunes*  sería debido a loe lípidos que 
acompañan a las proteínas • Para salvar ese inconveniente*  indica que las 
sales biliares (taurocolato y glicolato de sodio) mejoran la solubilidad 
del producto secado y no alteran ni precipitan las proteínas» Al suero an 
ti-ofídico*  previo ajuste del pH a 7*2  le agrega un grano de taurocolato 
da sodio por litro» luego de almacenarlo dos días a O^C»*  el suero lo ex- 
trae con éter a 0-^C» por agitación*  y centrifuga obteniendo tres capas: 
una superior que es el exceso de éteri una intermedia que lleva los lípi­
dos extraídos de color blanco | y la capa del fondo que lleva el suero cl¿ 
ro» Sata última capa la separa y le elimina el éter por inyección de aire 
le añade un gramo de tauroeolato de sodio por litro*  la distribuye en re­
cipientes y la seca por liofilización»—

Según Xahirlf esa extracción de los lípidos*  en presencia de sales
<

biliares*  mejora la solubilidad del producto*  no produce pérdida de poten 
da de los cuerpos inmunes*  y el material resulta seguro para el uso huma 
no»-

€ - Oomplemento de cobayo »—
La conservación de la actividad complementaria del suero de cobayo 

liofilizado*  es tal vez la mejor indicación del gran valor de éste método 
de desecación»—

Xa actividad del complemento de cobayo*  que dura pocas horas al es*  
tado líquido*  puede mantenerse hasta cinco años o mas en el producto seca 
do por liofilisaéión»-

Reproduzco en el esquena H un gráfico de los datos obtenidos por — 
Flosdorf 3.7.,Hull I.V. y Uudd S.(19) da los ensayos realisados durante - 
un período de cinco afics»-

7 — Cenas para el cultivo de bacterias y virus»—
Xas primeras investigaciones en éste campo * datan de 1909 en que *—
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DURRClON DE Lfí POTEÑUR DEL COMPLEMENTO

DE COBFjyO

Se ve en el gráfico, que el complemento liofilizado mantenido a 5J 
centígrados conserva mas del 90$ de eu actividad después de 5 uños.-

Qon respecto a la técnica de preparación y foros de secarlo, me he 
de referir en la parte experimental* —

Shakell X*?*(l)  se refirió a la desecación del virus de la rabia.-
t

A partir de entonces, muchos investigadores se han ocupado de la — 
7

conservación de los cultivos de xaicro organismos al estado congelado, y po 
demos decir que este es él método que actualmente debe proferirse en la - 
preservación de los stoks de cultivos* —

Swift H*?*(4),  dice haber tenido éxito en la desecación de algunas 
, cepas de microorganismos patógenos, tales como los neumococos y meningoco

008.—

Slser W*J*,  Thomas 3*1*  y 3teffen G*X*(2)  desecaron por liofiliza - 
ción cultivos de gonococos y meningococos suspendidos en suero sanguíneo 
inactivado, y después de un período de almacenamiento de 18 ahos, loo oul 
ti vos fueron reintegrados*  Considerando que estos microorganismos son sen 
sibles al frío y a la desecación, esta supervivencia indica el valor del 
método*  También tuvieron éxito en la conservación, de fermentos, y realiza 
ron ensayos con protozoarios y espiroquetas*  3stos últimos los recobraron 
en muy pocos oasosi efectuaron ensayos con la spirochaeta duttoni, él tri« 
pqnosoma bruoei y parásitos de la malaria, pero con resultados muy poco 
favorables, ya que dichos parásitos no sobrevivieron después de secados.-
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Plosdorf U»W*(27),  alta a Mohos investí ¿pdoree que so han referido 
al mantenimiento de cepas para el cultivo de bacteria® aseadas por liofl*  
liza don: 311er y sus colaboradores (39), ha mantenido cultivos de obertj 
lia tifosa a la temperatura ambiente durante 10 años, que lee sirvieron - 
para realizar importantes investigaciones, que les permitieron la fabrica 
don de una vacuna para la fiebre tifoidea»*

Velch H», Dormán E.K» y Klckle F»L» (40) conservaron cultivos de KLoj 
siella pneumonías**

Tlosdorf E»W*  y Kimball A«C«(41), mantuvieron durante 12 años él H» 
pertussis, con resultados excelentes»*

Appleman M*D*y  Sears 0»H» (42) señalaron que las bacterias de los no 
dulos de las raíces de las legumbres (Rhizobium leguminosarxaa),después de 
cmtro años de almacenamiento, retienen la propiedad de nodular en las *■* ’ 
plantan huéspedes, y de fijar el nitrógeno»*

También pueden secarse por llofillzadon, cultivos de hongos y bao*  
terina para la industria lechera, para la producción de quesos, leches *•  
fermentadas, etc» En el caso de los hongos, generalmente son secados los 
esporos, en ves de las formas vegetativas**

Para secar cultivos de microorganismos se utilizan equipos pequefioi 
do laboratorio» Elosdorf D»W» (27)describe uno de estos aparatos

ZLoedorf E*W*  y Mudd 3» (9), señalan que los recipientes más conven- 
mientes para la desecación de bacterias y virus, son tubos de vidrio de - 
95 mm*  de largo por 7 m» de diámetro*  Estos tubos son estrechados para • 
facilitar luego > el cierre, y se llenan on pipetas capilares**

Los recipientes deben ser esterilizados previamente; luego se colo­
can en ellos los cultivos y se congelan en la superficie haciéndolos ro • 
tar en un baño frío y finalmente se conectan al aparato con la bomba en • 
marcha»*

Los cultivos deben ser sometidos a muy bajas temperaturas antes deZ 
comienzo del secado, y la unión de los recipientes debe ser rápida para 
evitar la descongelación»*

De los estudios efectuados, se ha encontrado que las proteínas au « 
montan el mantenimiento de las oualidndes de los gérmenes y él porcentaje i1 
de supervivencia» Por eso a los medios de cultivos se les agrega plasma 
suero inactivados, o leche desmatada estéril (27)•*

Cuando los germones crecen en medios líquidos se centrifugan y lve 
go se suspenden en leche desastada estéril» Si se trata de un medio solí 
do, so suspenden en solución fisiológica y ee les agrega un volumen igual 
de leche. Luego so distribuyen en los recipientes en cantidades muy peque 
fias, (0,05ml*és  suficiente) y se secan como se indico»*

La desecación debe continuar hasta que el contenido de humedad sea
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mcno*  d«l 1^» y praferi-blement*  inferior a O,9jC r—
Cbmo lo*  microorganimnoaaon muy sensibles a la humedad no conviene 

usar recipiente*  oon tapones de goma» sino «apollas o tubos de tldxdo que 
•« oierran a la llama.»

Antes da cerrar loa recipiente*  se evacúa totalmente el aire*  o Ma 
sa reemplaza por nitrógeno puroj. Has simple es cerrar al vaaío y se oom 
menos riesgo de contaminación.»

Durante el almacenamiento los cultivos conviene} mantenerlos entra 
MO. y 81C.»

Este método tiene gran aplicación para la conservación da atoka de 
cultivos, los germanos conservan sus caracteres origínalos y se evitan -» 
los continuos subcultivos*  y los cambios y mutaciones que ocurren en esos 
transplantes '•»

Ea sido de gran utilidad pura preservar rasas de peniuilium notatum 
para la producciyón de penicilina.»

En cuanto al porcentaje de supervivencia, según Elosdorf 3.W. (27),- 
puede alcanzar hasta un 80 a un 90^ .»

Xa espiroqueta pálida de la sífilis no resiste el secado por liofi» 
lización. Eagle y sus colaboradores (32), lo comprobaron tomando chancros 
de conojos sifilíticas que fueron emulsionados y sacados. El material Se­
co fué a bu ves raemulsionado e inyectado intratoaticularuante a cono Jos: 
dicho a conejos no mostraron en ningún momento signos de sífilis.—

Conservación da virus:
loe virus son náe difíciles de liofilisar que otros productos.» 
Siendo de naturóle«a tan lábil» se requieren temperaturas más bajatq 

debajo de —2o2C., y dicha temperatura as mantiene liaste que la desecación 
sea lo más completa posible (9).»

Una vez secos» generalmente el vaaío se reemplaza par nitrógeno pu­
rificado sobre cobre caliente.» *

Existen Rucho a trabajos i^crontea a oate tesaa»En efecto» íloadorf 
E»?»(27)f cita que Siodcntoph. y Creen (43)han conservado virus de las en*  
fezuedades del perro» El virus de la iníluenza9 se conserva con todo ¿ri­
to por llofili£aci¿nt lo que se aplica en muchos laboratorios de investi­
gación (44)»-

Hoffstadt R»E» y Srlpl fí.3»(45)> preservaron durante tros años va - 
rías razas de virus de enferaedadae de aves y otros tipos»-

TsiiblSa se han conservado el virus del colera dol cerdo (46) > d de 
la fiebre anarilla> el de la peste bovinav ol del nosaioo del tabaco>etc*

9 — Vacunas de bacterias y virust
la liofilizaoion resulta conveniente para la conservación de vacunes 

preparadas con bacterias vivas» Para vacunas preparadas con bacterias ——
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muertos la aglutlnAbllldad de loa organismos celulares, ha nido 
por Ilondorf S.7.(27), .como un inconveniente para la conservación.-.

El Estado ha sido aplicado pora la oonservnoión de vacunas bactéri­
cas vivan de la brueélla abortus, que se utilinan pan el ganado, los ml- 
aroorganiaaos no suspenden sn suero o leche, no ajuotu el PH entro 696 J 
6,8 y so desecan. Parante la opora don,la temperatura no debo elevarse» 
por anaína de la tonperatura oablento, ni.debajo de la temperatura del — 
hielo atoo.»

Cbn una stqicrvlvencia del 50$ de Ico górmenos, ae considera un» buj 
na vacuna, aunque se ha obtenido un $0$ de viabilidad (27).—

Tuabicn se hnn conservado con buenos, resultados,la vacuna contra la 
fiebre nnnrllln del hombre, y vacunas pnra la profilaxia antivarlóUca, y 
algunas vacunas para la prevención de enfemsdades en animales, como la 
pccto del ganado y el cólera dalcerdo.»

Con respecto ñ la vacuna contra el cólera del cerdo, Plosdorf E.T. 
(27)dice que Hunco y Bdchel (46) han llegado a la conclusión, de que es­
ta vacuna que comunmente no tiene una duración nayor de noventa días cuan 
do se conserva con el agregado do 0,5$ de fenol, puede nantoner cu aotiv¿ 
dad durante un período nás larga cuando sa seca por liofllizaolón y se aj 
sacona en ampollas cerradas.»

10 » Antibióticos»
la penicilina, la estreptomicina y otros antibióticos, pueden seca£ 

se por Uofilisación con buenos resultadoa.—
Ahora bien» a partir de 1948,empezó a utilizarse la penicilina crie 

tallna, de manera que actualmente no ee requiere la Uofilizaaión en la ob 
tendón da éste antibiótico, ya que económicamente no resultaría conven!^

lnterlonente*la  penicilina amorfa fuá sacada por liofilizaaion»Voy
• e ■

a referirme a algunas conelderactonaB seSalndas por jftosdoxf 8»Y»(19)t— 
Algunas propiedades relaidonadaa con la naturaleza de la penicilina 

hacen que sea un producto n£s difícil de llofilixsr.—
Se trata de una substancia que dá soluciones que foraan espías abim 

dante cuando se callentan» Cuando se seca por llofilización, hay qué man­
tenerla a temperaturas bajas, no por su labilidad, sino por su naturaleza 
física» no se conserva congelada ai no es entra —20 y —25^0. 31 no se san 
tiene a esta t espera tura, se produce el ablandanlento, con burbujeo,y for- 
aadón do espuma.—

Xa penicilina puede secarse a granel, o en los recipientes finales 
para su dlstribuoión»-

Za deseoaoíón en volumen no encontró sucho apoyo,debido al problema 
dal aantanlmfante de la Miarilidad ni hncor 1a subdivisión del nalve er
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las ampollas o fraseos para su distribución*  A sato ., hoy que agregar» que 
la higroeooplcidad^de la penioilina soca» y la posada exacta do pequefiae 
cantidades complicaba el problema*  Debido a ello» se prefirió deeeoarlá en í 
los recipientes finales*-.

En muchos cacos la solución inicial so concentraba en volumen» y Xuj 
go se transfería a los frasquitos» con lo cual se reducía el tamaño de loe 
Bisaos»

Otro inconveniente en el secado do lo penicilina» es que cono se tra 
ta do pequemos volúmenes» hay mucho rley¿o do que el producto so ablande 
al pasarlo del buho congelante a las cónaraa de secado*  Para evitar esta 
dificultad» se utilizaran cinema especíalos que pueden oer enfriadas a — 
la temperatura da sub-congolación» y Xuogo so aumenta su temperatura ha ~ 
ciento circular un fluido caliente*  So carga la cámara con los frascos de 
penicilina» y se congela por enfriamiento y aplicación de vacío» lo que * 
se consigue en media m uno hora*  luego se prosigue el secado*  El vapor de 
agua se elimina con eyeotores do vapor» o sino con condensadores y bombas 
de vacío* —

Ln cuanto al grado da vacío requerido en al proceso» 71o a do rf £•!• 
séllala que una presión de 250 a 400 ni orones ee adecuada en el primer - 
tlenpo del socado» cuando so elimina la mayor parte del agua*  En el según 
¿o tiempo» para remover las trasas finales do huacdad»ae no ce si tan de 
50 a 100 mi orones*-

Para obtener un producto apropiado» la temperatura de la penicilina 
debe elevarse al final del secado» a temperaturas ras altas» que pueden — 
llegar aun hasta 110^0*-

la estabilidad de la penicilina depende del contenido de humedad*En
f

Estados Unidos se requiere oficialmente que la humedad cea inferior a 2»5 
jí pero un porcentaje inferior a O»5» es no cesarlo para que tenga una maxi, 
ma estabilidad* —

En cuanto al recipiente a utilizar» las empollas de vidrio cerradas 
a la llama» serían lo mejor para preservar el producto» poro por razones 
de la8 ventajas para el uso clínico» se han preferido los frascos con ta­
pones de caucho» a pesar de que así disminuye el tiempo que mantiene su 
potencia» debido a que el caucho es algo permeable a la humedad*  (27)*-

En la misan forma» la desecación por congelación puede aplicarse a 
la estreptomicina» bacitraclna y o Jiro a antibiótioos*-

11— Ba cterlófago e t
Han sido secados por llofllización bacteriófagos do algunos orga *

t

niesaoe. Schade y Carollne(47)» prepararon un bacteriófago dé la disente­
ría badlaren forma eotable*-
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12*  Tuborculinat
Tuberculinas para el control de la tuberculosis» se han socado con 

éxito por liofilizaoión»- >
Floedorf B»W»(27) cita a Seibert y Bu Pour (48)¿ialendo que estos - 

investigadores han encontrado que este material proteico cuyas propicia — 
des se alteran al estado líquido» no sufran alteraciones una vez liofili— 
zadoe.—

m la aifioa forma se ha/ conservado la vacuna BCG (48)»-

13- Medios paro cultivo de tejidos:
Suero» plasma y jugo de embrión liofllizudos» constituyen excelen - 

tes medios para cultivo de tejidos» sobretodo para largos trabajos experi 
mentales permiten utilizar medios do naturaleza constante» cono ha sido 
establecido por Hetherington 3»C»(49)«-

14- Tromboplastinn 1
Por liofiliza don se han obtenido tromboplastinas estables» para la 

determinación del tiempo de protomblna por el método Quick •-

15— derivados sanguíneos:
yiosdorf B»'£»(27)» indica que células sanguíneas humanas secas» se 

utilizan para el tratamiento tópico de heridas» quemaduras y úlceras» Es­
tos productos tendrían la propiedad de estimular el cbocimiento y regene­
ración de los tejido©•-

Se utiliza sangre fresca citratada; se separa el plasma, y el resi­
duo constituido por el estrofa y células sanguíneas se liofiliza, obte — 
ni endose un producto que es estable durante un tienpo.-

Xhmbién señala que nuestras de hemoglobina liofilizades,han permane 
ddo inalteradas durante cinco años. Xa hemoglobina en parte se transfor­
ma en ne taheño ¿lo bina, pero en realidad el pigmento, no es alterado, ya q’ 
la netahemogloblna puede ser convertida nuevamente en hemoglobina por me­
dio de hiposulfito de sodio.-

16- Bilis:
La bilis eecada por liofilización» constituyo un producto estable» 

quo puede reconstituirse en determinado momento» para su uso en ol trata­
miento de ictericias obstructivas.(27)*-

17— Aminoácidos:
Ciertos hidrolizados de proteínas y aminoncidos pueden socarse por 

liofilización»-
Plosdorf 3»V» (2$)» señala por ejemplo»que hidrolizados de caseína» 

con agregado de aminoácidoq pueden ser conservados de esta manera 3>ara su
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utilización en un nonentqbportuno.»
Al referirse al procedimiento de secado de estos productos» indica 

que láe mézalas de aminoácidos eon algo mas difíciles de secar» deblendó- 
f

se emplear temperaturas mas bajas. Agrega que este inconveniente puede ft&. 
varee concentrando la solución de proteína hldrolizada a temperatura déte, 
jo de 50¿a«t 7 añadiendo luego dextrina# 2)espuSs»eete hidrollzado conocí, 
trado se congela y se deseca#»

Satos productos so utilizan en soluciones al 10}C por vía parenternx 
Tienen muchas indicaciones clínicas para el mantenimiento del balance del 
agua» prevención de edemas» como suministro de alimento en los poat-ope^a- 
torios» etc»»

18» Zagimast
Huchas enzimas so han secado por el método de liofíización»sin peí?- 

dida do su actividad#»
Las enzimas de la lecho (catalasao» oxidasas» peroxidasas) conser­

van su actividad cono en la leche origihal» cono so verá on la porte exp e
♦

rlmental.»
□ounce y Howland (50)han hecho estudios cobre las catalasas del hí­

gado en na t órlales lioflllzados» encontrando que dichas enzimas se man ti o 
nen como en el producto fresco»» 

19» Hormonas*
En el comercio existen muchos productos hormonales*  que han sido - 

preparados por liofilización; se presentan como un polvo que se disuelve 
en el momento de su aplicacipA, °°n agua destilada»-

Tal es el caso de la gonadotrofina coriónica*  proveniente de orina 
de mAJeres embarazadas*  o de orina do animales| de los extractos de lóbu-*
lo anterior y lóbulo posterior de hipófisis, oto»-

Otro ejemplo lo constituye la preparación del ACIH (hormona adreno*"  
corticotrópica de origen hipofIslario), que se esta aplicando en forma am 
plia en el tratamiento de la artritis reuaatoidea y otras afecciones.-

Be sumí endo» podemos decir que una gmn variedad de tejidos glándula 
res triturados» pueden secarse por liofilizaolón» con gran mantenimiento 
de sus propiedades#»

Temblón se ha aplicado la liofllizaclqn para el estudio de los estje 
rdües en nuestras de orina (23)# Como estos compuestos químicos están en 
pequeña cantidad» os no cesarlo concentrar la orina. £1 método común de dp 
secar» por destilación al vacío a alta temperatura»apnrte de la formadox 
de espuma abundante y otras dificultades» deja su duda sobre posibles cas 
bios químicos que pudieron ocurrir en los oomponentes • Señalan los autg
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Mtf que la concentra d¿n hecha por llofiliEnoién ea muy conveniente para 
evitar la alteración química de tales constituyentes.-

20- Vitaminas t
Xaa vitaminas no sufren ninguna alteración en este procedimiento de 

secadof y ee conservan bien ai se envasan con exclusión del aire.-*•
Xas vitaminas solubles en agua*  pueden secarse con buenos resultados

¡i'

Estas soluciones acuosas son inestables. Por llofilisación se obtienen poj 
vos que mantienen su potencialidad on forma segura*  y que tienen gran 
solubilidad*  lo cual es una gran ventaja en el momento de su uso.—

El complejo vitamínico 3*  para uso medico puede ser conservado por 
este método con las ventajas o©Haladas. -

21- Erogas*
Chanbera A«T¿« y Kelaon ^.¿<(24) hicieron estudios con hojas de be­

lladona*  secadas en hornos a 50^0.*  y con las mismo secadas por liofilis$ 
cion.-

Becogtcron hojas de ^atropa belladona19 opuestas*  de la misma edad y 
tamaño*  y que habían estado en las mismas condiciones atmosféricas*  y - 
las dividieron en dos lotees uno lo secaron en hornos a 5O^C. y a 65^C.y 
el otro fue llofilizado.-

□espués del secado*  las hojas las redujeron a polvo y efectuaron loe 
análisis sacando las siguientes conduslonea:
1®) Xa lioflliaacion reduce el contenido de humedad en un grado tan bajo 
como la desecación en homo a 50-^C. durante 36 horas.-
2a) En la preservación de los al coloides de la belladona*  la liofilizacion 
es tan efectiva domo la desecación en homo a 50^0.-
3°) En los extractos alcohólicos determinaron el nitrógeno total*  el nitro 
geno amínieo y el nitrógeno enídico. Con respecto al 3 total y al N amíni- /
co, obtuvieron datos oanejantes. En cuntió» ol W anídico resulta alrededor 
del doble en las hojas secadas en horno» Esto indicaría quo en las núes - 
tras secadas en horno, habría tenido lugar alguna proteolisio, o que ésta 
es mayor que en las lioflllzadss.»
4o) Fo fuá encontrada ninguna diferencia en el contenido de ulnidón.- 
5°) la liofllización preserva los azúcares conparada con la desecación en 
horno a 50*0.»
6») Xa desecaoión en horno tiene;. un efecto ¡destructivo sobre la dorófile 
ni entra s que la liofilizadón preserva estes pigmento;»
7*)  Ko hay evidencia que la proporción de Zhyosdanina a atropina, sea di. 
ferente en los dos nátodos de desecación.»

Se puede decir entonces que la liofllización preservn alertos cono- 
tituyentes nejor que la desecación en horno a 50^0., y que es por lo tan» 
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to un nétoío w reconcndaU. para la oonsarvaolón de drogas*  que mereoe 
ser estudiado»»

X

2^- Muestras la obaervnción con el microscopio electrónico t
Xa liofllización ha sido preconizada por qyckoff (51)para la prepg, 

radón de nuestras para estudios con el microscopio olectrónico.-
Xndioa que la mayoría de las proteínas» soar cuando están en una - 

suspensión col acular» o cuando tornan parte de un * tejido biológico orga­
nizado» están fuertemente hidratadas. Al eliminar esa agua por deseca — 
ción al aire» dice que es probable que las partículas elementales de mu- 
chas proteínas se destruyan y se falseen los resultados»-

Como el agua debe eliminarse para la observación » es necesario t¿ 
ner técnicas para desecar que provoquen mínima alteración» lo que parece 
que es factible por medio de la liofllización.-

Tara efectuar la preparación» se tona una mi erogo ta de la soludón 
a estudiar» se aplica sobre una lamina o pantalla de colodión enfriada — 
con hielo seco o aire líquido» y enseguida la lamina fría congelada es - 
transferida rápidamente a la cámara de vacío y desecada»—

vyckoff ha obtenido nicrofotografías de bacterias» de virus de plm 
tas y animales y de tejidos» Mea que en muchos casos las fotografías •—

/

son semejantes a las obtenidas con preparaciones secadas al aire»pero en 
otros» ha obtenido Aerofotografías sorprendentes»-

23- Secado de huesoa:
La llofllizacián tiende a desplazar el proceso de conservación de 

huesos en líquidos a bajas temperaturas, o en cámaras de congelación» q9 
han sido usados hasta ahora en los bancos de huesos»-

KLosdorf E»U» señala que los huesos secados por liofllización son 
almacenados y distribuidos mas fácilmente»-

H procedimiento consiste en congelar los huesos a -40¿ a -70^ C.» 
foraando un block de hielo alrededor» y luego desecarlos en enmaras a — 
»40&C»» El hielo y el agua del hueso se eliminan •-

Se obtiene un material de estructura porosa» que fácilmente se re­
constituye como un hueso normal, con el agregado de agua en el momento — 
del uso.-

Se indica que las sales» las proteínas y otros constituyentes» no 
son redistribuidos» y que el hueso readquiere su capacidad circulatoria» 

En SE»un» existen bancos de huesos secados por liofllización»-
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PRODUCTO9 AXTMEKTICIOSi
Aunque algunos alimentos como la leche y Jugos de frutos,fueron ej 

oados por Xioflllzación ya on 1935 (6),fue recién en 1945 que esto méto­
do comenzó a aplicarse satisfactoriamente en escala industrial, en la —- 
conservación de productos alimenticios (20) •-

1 — JUgos dé frutas:
los jugos do frutas secados por llofillzaolón., una vez reconstK- 

tul dos con agua, son muy semejantes a los productos originales.-
, y

El material que se obtiene, es fácilmente soluble en agua,originan 
do un jugo con un sabor y olor casi igual al de los jugos frescos, los - 
componentes lábiles, como la vitamina C, no son afectados mayormente du­
rante la desecación y período de alnacenamiento.-

In calidad del producto obtenido, nunca es mejor que la del mate» 
rial del cual se partió, pero el método permite estabilizar dichos pro­
ductos.—

La liofilisacian se ha aplicado en EE.OT.en la desecación de jugos 
de naranja, de limón, da guayaba, de ananá, etc., permitiendo su distri­
bución en zonas donde no es posible enviar frutas fresens.- 
Srocedimlento de secado:

En algunos casos suele agregarse a los jugos estabilizadores, co­
co gelatina y también azúcar. -

EL proceso se realiza en plantas que permiten una operación contí 
nua. (Ver Esquena Xt )

A veces los jugos son concentrados primeramente, para tener mayor 
rendimiento. Sometiendo el producto a un enfriamiento lento, se origl - 
nan cristales, quo luego se separan por contri fuga don, obteniendo se así 
concentrados de buena calidad (27).-

Otras veces, al jugo concentrado se lo agrega una porción de jugo 
fresco, con lo cual so proporcionan constituyentes aromáticos volátiles^ 
que mejoran la calidad del concentrado y por lo tanto la. del producto -

<•

final que se obtlene.-
E1 jugo concentrado es dirigido por una tubería a los estantes de 

lee cámaras de secado) enfriando la cámara y efectuando una desgasifica­
ción preliminar aplicando vacío, se consigue congelarlo.-

Una vez congelado el producto, se elimina el agua por sublimación 
para lo cual se utilizan condensadores enfriados *6  bombas rotatorias de 
aceite para producir el grado de vacío necesario. También pueden utili­
zarse eyectores de vapor, cuando la cantidad de agua a eliminar es npy 
grande.-
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S3QÜSMA ff» XI.-

llanta de desecaolín de jugo de naranja (de ZLosdorf E.7.-20-)
p-

í medida que el proceso prosigue, otando es necesario aumentar la 
temperatura de lae ñamaras, se hace circular por ellas agua callente.-

E1 material una vez secado se descarga de las cámaras, y en un am­
biente libre de humedad se homogelnlza, se envasa en recipientes apropi¿ 
dos (latas o tarros) y se cierran al vado o bajo un gas inerte.—

El contenido de humedad se reduce debajo del 2& por lo general 
alrededor del 0,5^. El producto obtenido es blando, suave, fácilmente so 
luble en agua, originando jugos de sabor, y de olor agradables. Bien env^ 
sado, con un contenido de humedad menor del l?í, la vitamina C conserva 
gran parte de su actividad durante más de un aSo, como se verá en la par 
te experimental.-

2 — Lechet
la leche de vaca puede ser secada por liofiliznción, dando un pol­

vo de la mejor calidad.—
En ES.UU. se aplica en la obtención de polvo de leche de cabra. — 

KLoedorf E.U. (20), séllala que el olor fuerte que tiene la leche do cabra 
fresas, deaapareoe en la leche desecada, originando un producto con un — 
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gusto semejante al de la leche de vaca, que puede ser utilizada por la o 
personas alérgioas a esta última»-

EL polvo de loche liofllizada es altamente soluble» Sos componen­
tes como las proté&ae, azúcares,enzimas y vitaminas, no son alterados» 
Xas grasas no se alteran en el proceso del socado, poro so oxidan duraji 
te el almacenamiento, si el oxígeno 210 es completamente eliminado»—

El número bacteriológico no varía con la desecación, ya que los — 
gérmenes no son muertos durante el proceso, ni tampoco se multiplican 
durante el almacenamiento debido al bajo contenido de humedad (20)»—

EL procedimiento puede ser muy útil para la reserva de la leche — 
humana, en los puntos donde puedan establecerse bancos de éste tipo de 
leche»-

3 — Oarnss*
Se han obtenido resultados muy satisfactorios en la desecación de 

caraos por liofllización»-
Como concualquier produoto, la carao cruda 03 congelada en cqma- 

ras y luego el hielo es sublimado bajo alto vacío por medio de bombas y 
condensador*  s«-

Jlosdorf E»t7»(27), señala las olgüentes características en las — 
carnes liofilizadas:

EL producto secado, una vez reconstituido con agua, se parece al 
producto original en su fóraa y tamaño y aún en el color»—

Las proteínas no sufren cambios químicos inmunológiooa ni antige- 
ni eos.-

Xas grasas no experimentan cambios químicos durante él secado,pe­
ro pueden cambiar su estado de dispersión coloidal» jPuedon oxidarse,pe­
ro efectuando un buen cierre al vacío o con un gis inerte, no es ningún 
problema» Támpoco sufren hidrólisis si el producto es bien secado»-

Debido al bajo contenido de humedad, en las carnes liofilizadas, 
es muy difícil que ocurran cambios enzinaticoa o crecimiento bacterloló 
gico»*

21 contenido de vitaminas es preservado sin pérdida: de actividad 
y las oírnos una vez reconstituidas son indistinguibles de la carne —- 
fresca en su sabor»* i 

?lo3dorf S.^T. (27)» s«8ala que a una temperatura de J’JS^C.laa car­
nee seoadae no guaren, deteriorlsaoión en un período de 18 nenes. A una 
temperatura de 5^0»» posiblemente se mantengan indefinidnmante.—

H contenido de humedad no debe ser mayor del 2^» 2n esta forma 
las carnes pueden mantenerse sin refrigeración durante meses y aún años 
sin ningún peligro de alteración y contaminación bacteriológica» sien-
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pr® qu® astón perfectanonta ®uvnaadad«*

4 - Wlet de pescados*  almejas*  oetraei
Datos productos, que ae alteran fácilmente, aun a bajos t «opera tu­

rna cono son conservados por liofillznoión con todo éxito (20)y(2í
las ostras y almejas se asean peladas generalmente*  Después de m• * 

re oo na ti tu oion estos alimentos retoman su forma original en forma sor — 
prendante

5 — Oafé y te :
Loa extractos de café secados por liofilisadón, son superiores a 

los polvos obtenidos por cualquier otro método**
SL producto que se obtiene es mqy soluble en agua, y los componen­

tes aromáticos son perfectamente retenidos**
Ln la misma forma pueden prepararse extractos de té**

6 * Vegetales:
Zanahorias, guisantes, jugos de tomates, y otros vegetales, pueden 

secarse por liofUisaoión dando productos excelentes, que se reconstitu­
yan en .pocos minutos, con un sabor semejante al de los primitivos alimen­
tos**

Con estas substancias, debido a su bajo precio, el costo do la op¿ 
radon no justifica la aplicación del método, salvo para algún proposito 
especial**

Oonclunion;
Podemos decir que la liofilixación es un método excelente para la 

conservadón de alimentos*  DI costo de la operadón, hace que el -
en muchos casos no pueda reemplazar a otros métodos corrientes, que son 
menos costosos, pero que no resultan tan eficaces**

Tiene amplia ventaja sobre cualquier otro procedimiento, porque ** 
loo alimentos conservan los caracteres organolépticos, sus constituyen - 
tes y casi todas sus propiedades lnal toradas,ypbique es posible mantener­
los sin refrigeración durante un tiempo prudencial**

Zato hace que. sean insustituibles para dertas situaciones cepeda 
les, como casos de guerra, expedí dones, envío do alimentos a sonas apar 
tadas, etc**
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la UofllisadÓn es uná operndón draple, que puede sor realizad*
* *

fadlnenta con linas oxporlraentnleo.—
Basta contar con una buena bonba de vado y un aan&aotro pora na­

dir bajas presionas» El reato dol equipo puede variar, y se puede amar 
con naterlolos que eo encuentran disponibles en cualquier laboratorio.»

Bebe dioponerae también do Molo oseo y do un solventa cono aleo» 
bol, acetona u otro conveniente, para formar mezclas que peraltan produ 
clr bajos tonporaturna con la nieve carbónica.—

Congelación inidal de loo productos.—

Faro realizar esta operación, fuá utilizado un baho con nezda de 
hielo seco y acetona.»

»,
ai tai vaso de tnnaEo convedmito, en relación con los recipientes 

que se han do utilizar en él socado, oe coloca Beatona hasta la mitad,y 
so van agregando trozos de hielo seco. Ba asa manera so obtiene una ten 
peratura de alrededor do —57-20», que peralte realizar fódlraente la con 
fíela don.»

Foro ello el material a desecar se dispone en los recipientes,que 
pueden ser nnpollaa o frascos, en cantidades que ocupan un tordo o la 
altad’ le su raimen total cono máximo, y luego so emergen en el baho » 
oongélonte, hadéndolts rotar para que él raterial quede forreando una » 
capa delgada en las paredes, con él objeto do obtener una nayor superf^l 
de de evaporación.—

loa recipientes deben nsntenerso en él bafio un tiempo conveniente^ 
para que el material congelo totalmente, formando una capa dura perfecj 

tóncate ndhorldn. Este tienpo depende del material que se ha de lioflli^ 
zar, pero por lo general 20 minutos a una hora, ee sufldente.—



C6

1 • Ksscnxpcron as toa aparatos oheizajos.-

MUchoe son loa diapositivas que se han utUlzndo pora llofllizar 
cantidades pequafiaa do nnterlnles» con finos oxperinentnles.—

Voy a describir a continuación cuatro equipos que fueron ensayados 
durante la realización do oote trabajo.»

Equino ni 1

Fuá utilizado un aparato seaejonte al do ^ckoff y Zogsdin (30)»-

S S Q n S W A H£ XII

Sqtxlpo r*a  1 — refesndaB
Sección del -tubo metálico central Ai 4»5co. Altura del niano: 48*5  as»

« «

Sección del tubo netálico exterior 3: 8 aa» Altura del ni aso: 52 <sm
t

Sección del cuello de las onpollas ¿ i 7 m»
Sección de loa tubitos metálicos ¿ » 8 na*  
lenporctura del condenador: -57a C.

Obnsta do dos cilindros ooncóntrlcos de natal*  que están alelados 
por una capa de aire o por el vacío duranto la operación.— -

El cilindro central A, as abierto por su parto superior» y: actúa
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ooao condensador, para lo cual se carga con un solventa orgánico cono aof 
tona,alcohol, éter, etd*,y  trosos da hielo seoo.~

£L cilindro exterior 3, tiene alrededor dé;toda su superficie pe — 
quefioe tubos delnieno natorlal a» que ponen en oouunlcación la lúa entro 
loa dos cilindros y el exterior.—

A cada una de estas salidas es posible conectar una ampolla b o re­
cipiente con el naterial a desecar , por Internadlo de un troco de gana 
de. vacío ¿ »—

En el conienzo de la operación, antes do la unión de las ampollas 
con el naterial a desecar, o cuando a una salida no se la quiere utilizar 
se la cierra conectando en el extremo do la goma una «apolla vacía, o un 
tubo de vidrio d cerrado en un extremo* —

Por uno do los tubos £ se conecta la bomba de vacío, y por el otro 
p se une al nanorastro Me Xeod.-

K1 tubo de la parte inferior E, sirve para sacar él agua oondensa — 
da, después de la operadón*-

En las uniones de la gona con los tubos de salida, es necesario co­
locar un lubricante, que puede ser ¿11 cerina, vaselina líquida, aceite de 
castor, o una solución de goma laca en alcohol, para prevenir la filtra - 
clon de aire en ol aistena.—

Este aparato tiene 42 tubos de salida, do manera que permito dos»- 
car 40 ampollas con materiales diversos, ya qué las otras dos salidas se 
unen a la bomba de vacío y al manómetro.-

Tanbién pueden adaptarse ol mismo, baloncitos o francos, para lo — 
cual basta tonar un tapón de goma que ajuste con la boca del recipiente, 
perforarlo y colocarlo en uno de los tubos de salida 3? •—

Al unir los recipientes, conviene lubricar el cuello oon alguna de 
las sustancias enumeradas, para facilitar la conexión y evitar la filtra­
ción de aire.— 

bomba de vacío* -

Tué utilizada una bomba Dúo—3eal tfelch con las siguientes camote —
I

rístlcasi
Vado garantido: hasta 0,0001 mm*  de Hg*  o sea 0,1 de mlcrón*-  
Vdocidad óptima de operación: 450 a 475 revoluciones por minuto*  
Se trata de una bomba rotatoria do paletas oon buena capacidad de 

absorción.—
Tiene asociada una bomba de difusión de aceite, que puede trabajar 

en combinación con la bomba rotatoria, para la obtención de muy alto va­
do* —

Durante las exo arlen ai as no fue necesario utilizar la bomba difuso— 
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xa, por cuanto la bembo rotatoria produce él grado de vado óptino que 
puede necesitares, para liofilizar, que cono náxlno puede llegu? a ser de 

»

50 a 100 niaronoa.—

láan&aatro»—

Fue utilizado un nanónetro tipo Mo Leed, que son los que más se' — 
p re atan para el proceso de liofilizaoión.—

El principio en que ee basan, y la descripción de los alanos fuá ~ 
hecha en ol Capítulo III •—

t

El tipo utilizado se ilustro en el Esquaxaa HII. Para efectuar 
Ir lectura basta levantar 0, hasta que el nivel del norcurio alcanco él 
0 de la escala» Xa diferencia do nivel del mercurio entre ol capilar cen 
tral y los capilares laterales, leída sobre la escala da directanente la 
presión en nlcronea, aplicando la siguiente tablas

1000 * *

Bor ejenplo: h es igual a 10:
^ÍOOO^ “ no* ° ooa n^cronoa )•-

E-*s  ij' n'iE'Sá' «a xrn—■ i *■  - -f. ■-■—i — ■ •

Zoquetea del nanónetro utilizado
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z

Para esto tipo de aparato fueron utilizadas ai&pollae de vidrio de 
20 ni» decapaddad»*

A las ampollas se les corta el cuello*  y luego se alisa el borde — 
del corte a la llama*  para evitar que rompan las gomas al efectuar las — 
conexiones»-

Con ampollas de ¿ata capacidad se pueden desecar líquidos en canti. 
dados hasta do 10 ni»*/vale  decir que el material puede ocupar como mad 
no la mitad del volumen total del recipiente»*»

Para volúmenes mayores se pueden utilizar ampollas de mayor tamaño< 
o sino balones o recipientes de vidrio similares*  de 250 a 500 mi» de ca 
pacídad*  con los cuales pueden secarse de 100 a 250 nl.de líquido» En 
te caso no pueden conectarse muchos recipientes*  porque la superficie de 
condensa don no sería suficiente y se produciría el deshielo del materidL

Se presta muy bien el secado en ampollas*  para realizar experien*-  
das que requieren pequeñas cantidades de nuestras*  para efectuar ensa­
yos periódicos»*

Carcha de la operación»

Primeramente es necesario poner el aparato en condiciones de traba 
jo, para lo cual una vez armado cono se ve en la fotografía del sismo, — 
se hace funcionar la bomba de vacío»-

fotografía del equipo n¿ 1 •-

Se fectua el registro nnnonátricodde la presión*  que debe ser por 
lo menoo de 100 ni orones en él comienzo de la operadon» Si no se alcana 

nl.de
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cara dicha proalón, Indienría que hay flltraolón do aire en ol aloteaa,— 
lo cual daba repararse, porque sino el aatarlal aa descongela, no alendo 
pooíble llofilizar»—

Se vierte acetona u otro solvente en el cilindro central ¿, hasta 
la sitad o ras, y se agregan trozos de hielo seco de manera que el voltnen 
de la mezcla al canoa hasta la parte superior del cilindro» En estas con­
diciones en el condensador se puede originar una temperatura tan baja,co­
so alrededor de -57*C»,pero  se sabe que una temperatura de — 40¿C»es sufi­
ciente» Debe vigilarse durante todala operación la temperatura del condea 
sador, añadiendo hielo oeco cuando sea necesario, para evitar que la nía*  
aa pueda elevarse nao ella del límite indispensable»-

a

Se colocan los materiales a desecar eh las empollas o recipientes, 
en un volumen tal que alcance un tercio o la sitad de la capacidod de los 
sismos, y se los introduce en un recipiente con hielo seco y acetona» Im­
primiendo un movimiento de rotación,es posible congelar los líquidos en - 
forma de una capa delgada y uniforme en la periferia de las ampollas o — 
frascos» Se los deja dentro del baño congelante 20 minutos a 1 hora, de 
modo que haya una congelación total y perfecta»—

Estando el aparato con la bemba de vacío en funcionamiento, se pin­
za la goma £, se quita .él tubo ¿ Quo obtura la misma, y rajldsnonto se co 
nocta la ampolla con el material congelado» Se quita la pinza y se r cesta/ 
ble ce la presión» De ésta manera, se van uniendo con pequeños intervalos, 
todas las ampollas con el material que se quiere desecar»-

Como consecuencia del vacío establecido y dé la diferencia de *pre  - 
alón de vapor del hielo en el produoto congelado y en la superficie del - 
condensador, se produce la sublimación del agua, desde las ampollas al —- 
condensador»-

Al comienzo de la operación , para evitar que el material se deseen 
gele, pueden aislarse los recipientes del efecto de la temperatura amblen 
te con un trozo de génefo» Corrientemente, si la operación marcha bien,se 

y

forma en la superficie de los roaipientes una capa de hielo, por congela­
ción de la humedad ambiente» Pasado un tiempo prudencial, conviene sepa­
rar esa capa de hielo con el objeto de acelerar el secado, ya que la mis­
ma actúa cono medio aislante del efecto de la temperatura ambiente»-

A1 final del socado, puede aumentarse la temperatura, como henos — 
visto en el Capítulo II» En mis experiencias ce limita nada mas que a s¿ 
parar esa capa de hielo, haciendo que el material llofilice^bla tempera­
tura ambiente.-

Se trabajó en casi todos los casos a una presión Inicial de 250 al­
erones, y luego, una ves conectadas todas las ampollas, la misma desalen­
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de» aloansnndo a alrededor de 100 a 120 nioronee» grado de vacío que ee 
mantiene durante todo el procoso» y quo ee suficiente para eliminar las 
últimas trazas de humedad en la etapa final de la operación»-

Cierre de loa recipientes:

Para asegurar la conservación de loa materiales que se desecan» es 
necesario excluir el aire de los recipientes» efectuando el cierre al va 
cío» o reemplazándolo por una gas inerte«como el nitro geno•-

Oerrar las ampollas al vacío es una operación algo difídl»porque 
cuando se ablanda el vidrio» tiende a deformarse inmediatamente impldien 
do el cierre. Ahora bien: si se estrecha él cuello de las ampollas previj 
mente» la operadon se realiza fácilmente (con la llana de un buen noche­
ro.-

1*

Terminado el secado se sacan las empollas» se estrecha el cuello a 
la llama» y se vuelven a conectar para excluir el aire» Cuando esto ocu- fe
rre, sin sacarlas» se cierran con la llama en la parte estrechada sin —

•H ' ‘

ninguna dificultad.-
Tratóndose de frascos o balones» conviene colocarles una tapa de — 

goma» que pueda ser atravesada por una aguja» y ajustar la misma efectisn 
do un cierre hermético, luego» con un dispositivo constituido por el cur 
po de una jeringa hipodérmica y una aguja» que se conecta a la gema de -• 
la bomba de vacío» se excluyo el aire del interior de los recipientes.Fi­
nalmente los bordos de la boca del frasco y la tapa» conviene parafinar­
los»—

-• Equipo n4 2 <-

Chrlstensen Boyal X» (14)»ha descripto un aparato simple para lio— 
filizar pequeñas cantidades do material.-

d

Basado en el mismo se construyo uno semejante cuyas características 
so aprecian en ol esquema XIV.-
A es él condensador^ es un frasco de vidrio de cuello corto de 1 litro 
de capacidad» provisto de una unión de vidrio esmerilado» que ajusta per 
fectonente con la junjta correspondiente del tubo de conexión iL .Bta pro 
vista de un tubo lateral C» por el cual se hace la conexión con la bomba 
de vacío, .'□n el aparato de Christensen H.L.» este tubo va provisto de -- 
una llave de tre vías para aislar el sistema» que fue suprimida para fa­
cilitar la construcción.-

B eqél tubo de conexión entre el condensador y el vaso X» que cox>- 
tiene ol material a ser secado. Es de vidrio pirex con un diámetro inte£
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esquema m xrv

<

no da 15 na», doblado en ángulo recto en cada extremo, y provisto de dos 
uniones de vidrio esmerilado, que ajustan perfectamente con ol condensa - 
dor A, y oon el vaso $• ZL extrema que penetra en el condensador llega a 
3,5 cm» del fondo del mismo»— -
D es un recipiente de vidrio pír ex, de boca esmerilada, do>2 en» de díame-*
tro por 15 cm» de largo, y en el cual se coloca el material a desecar»*
E es un recipiente de metal que con ti ene la mesóla consolante de hielo se 
co y un solvente orgánico, y 41 a su vez va dentro de una caja de madera 
?, con a Berrín u otro material aislante»*

l

Cuando se desea liofilizar, se coloca en el recipiente S hielo seco 
y acetona o alcohol» En el vaso □ se pona d material a desecar*,  y se con 
gela ha el—éndolo rotar en un bafío congelante,-de modo que la capá de mate 
rial congelado resulte tan delgada como sea posible» Entonces se arma el 
aparato como índica el esquena y se hace funcionar la bomba de vacío»*

Conviene colocar un lubricante en las juntas, para obtener un Me
rre herneticp»- Eo es necesario colocar ninguna trampa entre la bomba de 
vacío y el condensador porque este retiene toda la humedad que pudiera pa 
sar»-

En vez del reMpicnte 2), se pueden utilizar otros tipos (frasoos,ba 
Iones, etc»), basta que tengin una unión esmerilada que ajuste perfecta * 
mente con la extremidad del tubo de conexión B •*

Si ee quiere aoelerar la desecaMon en el segundo tiempo, basta su*  
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narfLr «1 frasco 2 en un bafio con agua oaliento a 30» 40^0., teniendo 
cuidado ai«rapro de no provocar la fusión del material congelado»- 

No es posible dar datos oxaotos sobre la velocidad de llofilisaoión 
ya que cono hemos vioto, depende de muchos fhotores»»

Trabajando con el recipiente 2, a una presión de 120 ni orones ya- e
la temperatura ambiente» cantidades de 10cm^ de suero sanguíneo» y de 10 
aP de loche on otros ensayos» fueron desecados en un tiempo de alrededor 
de una hora.—

Christenaen B.X. con frascos de 600 ni. de capacidad observo una — 
velocidad de desecación de alrododor de 15 a 20 ctH por hora trabajando 
con suero sanguíneo.-*

-• Equipo n*  3
t

Se hizo construir» y fue ensayado un norato cuyas características
son semejantes al descripto por Seegere W.(17).-

Consta de una caja de madera A que esta provista de una tapa B» la 
que tiene un orificio C por el cual penetra la goma por donde se ha de — 
efectuar la aspiración con la bomba de vacío.-(Esquema na XV).-

£ S Q U R M A TP XV .-

Equipo ni 3

En la parte inferior de la caja va un tubo de paredes metálicas B» 
Uno de loa extremos dol mismo sobresale de la caja de madera» y lleva m- 
una tapa 3 provista interiormente de una guarnioión de goma» que permi­
te asegurar un cierre herme%ivo» por el ajuste de un tornillo. En el — 
otro extremo lleva un tubo de salida P para la conexión con la bomba de
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VACÍO»

Por medio de un material al alante * como aserrín o algodón*  se divi 
de la caja en don partee*  y en la zona de la Izquierda ee coloca hielo — 
seco machacado humedecido con un solvente orgánico •-

De esa manera la parte a, del tubo actúa como condensador*  mienta! 
que en otro extremo b so ha de colocar el material congelado»—

Este aparato tiene la vente ja de que en el se puede liofilizar ha¿ 
ta un volumen de 200 ni» en varios tipos de recipientes*  cono erlenmeyers 
frascos*  vasos de precipitados*cápsulas*  etc»*
Operación:

SI material a desecar se coloca en el recipiente elegido y se con­
gela de la manera indicada • Se abro la tapa E*  y se introducción el tu» 
bo*  cerrando inmediatamente y haciendo funcionar la bomba de vacío»—

De ¿ata manera*  el agua sublima del material que se está secando*  
y el vapor de agua va a condensarse en la zona a del tubo metálico»-

Tste aparato tiene el inconveniente de que es dificultoso vigilar 
la marcha de la operación*  Para ello es necesario sacar la tapa E cada - 
vez que se quiere ver en que estado ee encuentra el material*  lo cual — 
pu^de provocar la descongelación si no se haca con rapidez»-

Para conservar el material*  una ves desecado*  se asegura a los — 
frascos un cierre hermético con tapas de goma*  y luego se elimina el ai­
re en la forma indicada»—

Equipo 4

Con poco material y en forma sencilla es posible armar un disposi­
tivo para liofilizar pequeñas cantidades de sustancias con fines exper i- 
mentales*  cono el que se ilustra en él Esquema XVI»-

H condensador está constituido por un frasco kitasato do dos li­
tros de capacidad A*  que va sumergido dentro de un recipiente B que pue 
de ser de vidrio o de cualquier otro material*  como latón o cinc*  y en 
el cual se colocan trozos de hielo seco y acetona» Sobre la superficie

A x ” '

de la nieve carbónica conviene colocar algodón para que se conservo me*  
jor»-

E1 recipiente B debe ser aislado del medio ambiente para facilitar 
la conservacirón de la mezcla fil gerí f i ca»-

XI tubo 0 sirve de conexión entre el condensador A y el redpien 
te B*  que contiene el material a desecar*  que puede ser un balón o cual 
quier otro tipo de frasco que soporte el vacío» En el extremo superiw 
del mismo*  va insertado un topón degomn 2*  que a justa perfectamente oon
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S 9 Q n S M A N» xvi.~

ggvipo ,n&, 4

la boca del recipien te » Sste tubo debe ser de un diómetro'lo ñas grande 
posible»-

Tor p so hace la aspiración» Los frascos S y H son nada más que pr< 
tectores de la bomba de vacío» y pueden intercalarse en cualquiera de loi 
equipos enumerados»- M primera lleva hidróxido de sodio en barras y el - 
segundo un trozo, de algodón envuelto en una gasa» 3n cota forma-se retie-

/

nen los vestiglos de humedad que pudieran escapar del condensador»—
Ln I se conecta el manómetro Uc Ieod> y on J la toaba de vacío»— 

Operación:

Primeramente debe verificarse que no haya ninguna pérdida en el ejuj 
po» para lo cual se arma como lo indica el esquema con el recipiente D vj 
cío» y haciendo funcionar la bomba so registra la presión» Si marcha en - 
perfectas condi denos» se para la bomba» se quita el frasco D, se coloca - 
on ¿1 el material a desecar y se congela, en la superficie dol mismo hadj 
ndolo rotar en un bobo con nieve carbónica y un solvente organice* —

t

Una vez que el material esta sólidamente congelado» rápidamente se 
une el recipiente al aparato» poniendo inmediatamente en funcionamiento 
la bomba de vacío•-

EL vapor de agua que sublima dol produoto congelad? so condensa cnJ 
Trabajando n una presión do 100-120 nicrónes» y estando ol rcclpiej 

te D a la temperatura ambiente» es posible liof111 zar a una velocidad de 
20 mi» por hora aproximadamente»-
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31 equipo nf 1 fui elegido para deseoar pequefias cantidades de ma­
teriales en ampollas*  para poder diponer de varias muestras de la.misma — 
aus tan cía» que liofilizadas todas Juntas*  pudieran ser ensayadas en perío, 
doai de tiempo variable»» Por otra parte*  el uso de rmpollas oerradas a - 
la llana*  con exclusión del aire*  es el mejor tipo de recipiente para la 
conservación de na t erial es liofilizados.-

SI equipo xvi 2*  solo permite desecar una sola muestra de volumen p¿ 
quefio * en un tipo de recipiente como él ilustrado 2. Para conservar va­
rias muestras*  es necesario diponer de varios recipientes de boca esmerd 
ladayy efectuar una opemoión en cada uno de ellos*  lo quo no resulta —— 
práctico. Disponiendo de frascos de boca esmerilada de mayor volumen*  pug 
de servir para liofilizar cantidades mayores de líquidos.—

Jl

H equipo dado el inconveniente para poder vigilar la operas— 
don*  no resulta nrjy práctico su uso.—

SI equipo n£ 4*  es práctico y permite desecar nuestras de material 
en cualquier tipo de recipiente que soporte el vacío*  en volúmenes de — 
hasta 250 al.—



Tt

2 - EXPERIENCIAS REALIZADAS

VELOCIDAD DE DESECACION «U
Como hamo3 visto en al capítulo II» son muchos loa faotores que 

intervienen en la velocidad de desecación en el método de secado por lio 
filizaoión.-

Entre estos factores se encuentran los siguientes a
La forma como es congelado el productor general era efe debe prefe — 

rirse la congelación efectuada en las paredes del recipiente en forma -
<• ,

de anillo, para tener una mayor superficie de evaporación» con lo cual 
se consigue acelerar la velocidad de desecación.-

Xa naturaleza del producto secador los productos que tienen al fj¿ 
nal una estructura porosa» como en el casóle del suero y plasma sanguí­
neos» leche» albúmina de huevo» la velocidad de desecación es mas rápi- r
da» En oambio al jugo de naranja, es roas difícil de quitarle el agua» - 
porque en la parte final de la operación tona el aspecto de una malla * 
cristalina amarillenta» a travos de la cual el agua se elimina 1 entornen 
te» con lo cual se retarda el secado.-

La velocidad de desecación varía con la temperatura a que puede - 
someterse él producto durante la operación*  Hay productos muy lábiles 
como el complemento de cobayo» que no deben ser calentados porque se des 
fruyen $ lo mismo ocurre con las enzimas . Por lo tanto si se quiere ase 
gurar la bondad de los materiales que se desecan» hay que efectuar la — 
liofllización > no pasando en ningún momento una temperatura mayor que 
la temperatura ambiente» cuando se trate de sustancias lábiles.—

Lambían tiene su influencia la concentración do las soluciones a 
desecar.—

Concentraciones mayores del lOjí retardan la velocidad de deseca - 
don (27).—

La velocidad de desecación varía también con la presión a que se 
realiza la operación» y con el tipo de aparato que se utilice. Cuando 
hay un vacío pobre» debido a perdidas en el sistema» o a bombas de va - 
cío ineficaces» o cuando ee trabaja con tubos o recipientes de diámetro 
delgado» la velocidad de desecación se retarda.-

Debido a que intervienen factores tan diversos» es que no se pue­
den trazar curvas de velocidad de desecación que se apliquen Igualmente 
a oualquler clase de productos.-

Trabajando con el equipo r¡¿ 1» a una presión de 120 micrones» con 
gelando loo materiales en forma de anillo, y manteniendo las ampollas a 
la temperatura ambiente ( 24-^0.) fueron secadas las siguientes sustan­
cias en los tiempos que se detallan!



Suntnncln Cantidad

Aguó corriente 5 tíl. 3 horma
Jugo de naranja 5 ni. 4 horas 30 minutos
Albfaina do huevo 2,5 ni. 1 hora 30 minutos
Albúmina do huevo 5 tíl. 3 horas 10 ninutoa
leche de vaca a tíL. 3 horas 30 minutos

Dentro del tioEipo establecido» Be incluye un ndicional de alrededor*
de 30 nlnutoe, que ea necesario para asegurar un socado perfecto.—

Se ve que para la nayoría de las sustancias secadas, cantidades de 
5 m.requleron un tio^o do 3i horas a 4 horas, dono ol aparato pueden — 
conectarse 40 ampollas, sería posible liofilizar unos 200 ni. en el tiesa 
po establecido, lo cual daría una velocidad aproximada de ni.por hora

2n el equipo ni 2, congelando el na t erial alrededor de la st^erfl— 
de del recipiente, trabajando a una prosión de 120 ni ero nos y & la ten- 
pera tura sabiente (22-2C.), ee obtuvo, oon suero sanguíneo y leche una te 
locidad de 10 ol. por hora.—

Oon el equipo »S 4 so realizó la siguiente experiencia parn col cu- 
lar la veloddad de desecación»

ü recipiente D fuá tarado y en élae posó 100 granos de agua eo - 
miente. Se congeló en las paredes dol mismo, y luego fuá liofilizada. — 
Xa presión durante la experiencia se mantuvo entro 100 y 120 niorones;el 
recipiente permaneció a la teoperatum ambiento (25-20.)duronte él curso 
de la alona.—

don intervalos de nedia hora el balón fué posado, pora calcular él
4

peso del agua resánente. Los datos obtenidos so consignan en el siguien­
te cuadro»

üempo Granos de agua remanente

Inicial 100 granos
i hora 78,54 granos
1 hora 62,35 *
li hoza 46,50 •

2 horas 37,10 *
3 horas 19,50 *
4 horas 5,20 •
5 horas 1.43 •



Oon estos dato a so troza la curva correspondiente que ae ilustra 
en el gráfico n4 XVII.-

Se observa en oata curva quo al cabo de 4 horas y media, lo que - 
representa el 90^ del tiempo total, se ha oliminado la mayor parte del 
agua, alrededor de un 97&-

Para eliminar el resto del sigua y completar la deeecaalon, hasta 
eliminar las últimas trazas de humedad, so requiere media hora más, lo 
que representa un 10^ del tiempo total.-

Este equipo nos da una velocidad de desecación de 20 mi. por hora 
aproximadamente, trabajando en las condioiones eatablecidas*-

G R A F I 0 0 XVII —

-• Velocidad de desecación •-

-• Conclusiones •—
1*)  Ho es posible dar datos concretos sobre la velocidad de deso- 

cacion en él método de secado por liofilizacion» que se apliquen por — 
igual a cualquier sustancia» Debe determinarse experimentalmente para - 
cada tipo de aparato y para una sustancia dada.-

2$) Es aconsejable» adicionar un 10jí del tiempo total empleado — 
hasta el momento en que el producto esta aparentemente seco» para elini, 

nar los últimos vestigios de agua» y asegurar un limite de humedad infe­
rior al Ijl
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«4X3CHS W VACA —.

Se realizaron experiencias oon él objeto do determinar loo carao» 
toreo y composición química do laa loches en polvo obtenidas por el mé­
todo do deeecaoión por liofllización» estudiando al mismo tiempo las 
tenciones que pudieran ocurrir en algunos de sus componentes mas labia­
les» durante el proceso y durante su almacenamiento •-

Se parto de una leche fresca. Se efectúa un análisis de la miaña» 
y simultáneamente so desocan por liofllización 5 muestras en cantidad — 
de 200 mi. cada una.-

Gomo no era posible liofilizar en mis aparatos 5 muestras de 200 
mi. de leche simultáneamente» las mismas fueron desecadas en la planta 
de liofllización del Instituto de Hemotorapia de la Provincia do Buenos 
Aires.-

las nuestras desecadas se conservaron en frascos de vidrio cerra­
dos con tapones de goma» asegurando un cierre hermético» y efectuando - 
el vacío en los mismos al final do la operación pora eliminar el aire» 
Batas muestras se mantuvieron a la temperatura ambiente»*
» Con intervalos de dos meses» se efectuó un análisis pardal de ca 
da muestra» estudiando las alteraciones que pudieran haber ocurrido en 
algunos do los componentes de cada una de ellas» para lo cual» previa - 
observación de loa caracteres organolépticos» las nuoatrao se reconsti­
tuyeron al volumen original de 200 mi. oon agua destilada a una tempera

I

tura de 30 a 40^C. »y se analizaron como sdL se tratara do una leche freía
ca»-

Ademas» en una de las nuestras se estudiaron los caracteres físi­
cos y la composición química del polvo obtenido•-

Metodos utilizados, en las determinaciones .químicas •—

Los métodos utilizados en las determinaciones químicas se enune S
9

T&n a continuación. Se omite la descripción de algunos de ellos por tra 
tarso de métodos clásicos bien conocidos»y se da importancia ospedal — 
mente a la determinación de enzimas»—

Humedad: Se determina por el método clásico» colocando en una caj> 
sula tarada una cantidad exactamente pesada de polvo» en la estufa u — 
105 grados centígrados hasta peso constante» se enfría en el desecador 
y se pesa»—

Cenizas: Después de determinar la humedad» el contenido de la cá¿ 
sula se incinera en la mufla. Se deja enfriar on el desecador y se pesa»

Extracto: seco total: 2n un cristalizador tarado se miden 10 mi»do 
leche» se a£aden tres gotas de ácido acético» se lleva al B»M» a seque-
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dad» 7 se pasa a la estufa a una temperatura nt mayor de 9MC» durante 
uñahora» Se enfría en el desecador y se posa.-

Acldez: Método de Bornlo»-
Materia gmoa: Método de Gerber •-

k »lactosa: Método de Tehling» Chusas» Bonnas con la modifica don. de 
Lanne.-

Proteínas: Método de Kjoldhal Ronchesae»-
Saginas:

Oatalasas:
la catalasa es una enzima que se encuentra en la ledhe» que desean 

pone el agua oxigenada liberando oxígeno molecular» que se desprende al 
estado de gas» Bote desprendimiento es tanto mayor» cuando mayor es la 
concentración de catalasas.—

Para evaluar el índice de catalnsas se utilizó el catalasímetro ■— 
de Gerber» Sn él frasco del catalasíxaetro se colocan 10 ni# de leche» se 
añaden 5 ^1« do agua oxigenada al 3& se tapa y se lleva dos horas a ~ 
25-2 C» Transcurrido dicho lapso» so mide el volumen de oxígeno desprondi- 
do.—

El número de cm^ de oxígeno desprendidos muí tipil dado por 10 nos 
da el índice de catalasas»—
Pero xi datos:

La peroxidasa de la leche es una diastasa que dsacompone él agua 
oxigenada liberando oxígeno atómico»—

So pone en evidencia con cualquiera de las siguientes reaccionesi
A) Reacción de Rottenfuser: Se toman 10 ral» de leche» se agregan dos go 
tas de agua oxigenada al 0»3$ y 5 gotas de reactivo (solución de clorhi­
drato de para-fenilendianina y guayacol)» La aparición de color violeta 
indica reacción positiva de peroxidasaa»-
B) Reacción de Storch: Se toman 5 ni» de leche» se añaden dos gotas de 
agua oxigenada al 0»2^y dos gotas de reactivo ( solución de clorhidra­
to de para-fenllendiamina al 2$ )• Un color azul Indica la presencia de 
peroxidasas»-
C) Reacción de Amold: Se toman 10 mi» de nuestra» se añaden 5 gotas de 
reaotlvo ( solución alcohólica de resina de guayaco al )y dos gotas 
de agua oxigenada» La presencia de peroxidasas ¿e manifiesta por la apa­
rición de un color azul»-

Reductasas:
Son enzimas existentes en la leche» ouya acción exterior visible 

ee manifiesta escencialnente en la reducción del azul de metileno» que 
se transforma en su leucoderivndo»-
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Sata aoción reduotora se puede obtener ba jp do a condiciones: 
Id) Agregando a la leche*  al mismo tirapo que la solución del Indicador

I — Análisis físico del polvo de leche.—

1) Carnet ores: se obtiene un polvo de color blanco* de naturaleza 
esponjosa* que so deshace por sacudimiento tomando una estructura homo­
génea* Su olor os agradable y fresco* no indicando manifestaciones de — 
enranci amianto—

Solubilidadt cuando el contenido do cada botella se trata con 
agua destilada* a una temperatura de 30 a 40¿C.* para su reconstitución 
al volumen original* el polvo de disuelve rápidamente al cabo de 3 ó 4 
minutos* originado una leche homogénea* libre de grumos* muy semejante

* í*
una aldehida ( formol o aldehida etílica )• Xh este caso la reducción, 
dol azul de netlleno ae efectúa nía rápidamente • Xa diaotnsa que provo­
ca esta reacción ee denomina aldehido-reduotasa*  o reduatasa de Schardig,

• s» »

ger— *
2*)  Agregando a la lecho sinplraente solución de azul do metileno*  se — 
observa que este se decolora al cabo de algún tiempo*  bastante largo*3a  
admite que ésta decoloración es debida a una diastasa formada por los — 
microorganismos de la leche*  y ae conoce con el nombre de roductasa mi­
crobiana •-

Se realizo el ensayé para las reduotasas microbianas de acuerdo — 
con la siguiente técnica: en un tubo de ensayo se miden 20 mi. de leche*  
ee agregan 0*5  mi*  de reactivo ( solución alcohólica saturada reciente 
de azul de metlleno)5ml*  y agua destilada 195 mi*)*  Se cubre con una ca­
pa de vaselina líquida y ae lleva al B.M*  a 402c.*  midiendo el tirapo - 
que tarda en decolorarse—

Hay tablas que indican aproximadamente la cantidad de gérmenes en 
la leche por ceP según el tiempo de decoloración:

Tieinpo da decoloración Kunero de bacterias
Has de 7 horaa> Henos de 100.000 bacterias
Sntre 7 y 2 horas 100.000 n 300.000 «
2 horno a 151 3.000.000.a 20.000.000 bacterias
Llenos de 15* Alrededor de 20.000.000 19

Vitamina C : Se determinó por el metcdé ebtflllberg B**  citado por Gstir» 
ner ?• (52)—
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a la primitiva,don un olor y sabor agrndableo,*»
«

3) Ruaedadi 2,3¡C

XX — Artnllaia quínlco»»

Hunedad ••.••••....«{ S»3
Conistió ............t 5,7

Jáitoria grasa «...26,0
lactosa ♦ • • ♦■••••• * t 37>4

Proteínas totales **•••••••«*• i 23^5

IU -*  Estudio de laa alteraciones de .alfflmos.de. ove componentes •—
Se detalla a continuación un cuadro comparativo del análisis de la 

locho original y do los rooultndoa obtenidos del análisis do cada una de 
lea •auoatrao que fueron reconstituída a a su volumen primitivo*

te leche 
original

Leche liofilisnda y completada a 
su volumen inicial*

-íuestra 1
T- ■

luostra 2 Tíoostra 3 Muestra 4 f

\ g,"ionpo de conservaclon 2 ueses 4 meses 6 meses
r

8 meses ¡!

Oolor
Olor
Sabor

Blanco 
Borras! r

w

Blanco Blanco
: AgradaUt

«1

Blanco 
AgradaUe

H

t
Blanco j 

Agradable í 
í

*

4» 55* ’mXmam
9

Acpectó e l’oraal Koinnl Koraal Koroal
Densidad a 15#C* 1,029 1,0284 1,0286 1,0286 1,0288 f
Heaceión al tornasol Anfótera Anfóterr Anfótora Anfótera Anfótora

Zxtracto seco total g*í 11,80 11,05 11,14 11,10 11,07
Acidez (grado3 2o rolo) 17,5 14,5 13,9 13,8 13,8 !
Materia grasa g*$í 3,5 3,4 3.4 3,3 3,3
«wdctoea 4,10 3,95 3,94 3,94 3,90

u-

3 Indice de catalasas 10,5 8,6 8,5 8,7 8,6 |
f

B Peroxi- fie Bot enfus 2 ex Ponitivr1 ycsitiv Boaltivr 2 o altiva X’oaitiva 'L-
F

2 Jasas 3.da Storáh 4 w. * 4t
£

I ’
K Beductasl

3. de Arnold 
.ae trías

« a *

♦

A
3

(decoloración del aaul 
lo metileno ’

♦ de 7hr . + de Ta i > do 7hc + de 7ha 4 de 7 ha.1
i
j;
I-’

Vitamina C xag*£ 1,5 1,43 1,35 1,20 1,07 |

alfflmos.de
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IV — Examen microscópico—

Las lechea reconstituida© examinadas al ni ero o copio * revelan que — 
la materia grasa no ha sufrido mayores alteraciones*  presentando rúa ¿LÓ, 
bulos grasos un grado de dispersión semejante si que ae observa en las — 
leches frescas»»

-«coNaLtmoTros »~

13) Por el método de secado por lioflllzación oe obtienen polvos — 
de leche de w buena calidad# con un olor y sabor agradables. Su solubi­
lidad es muy notable# ya que es posible reconstituir la leche original - 
en pocos minutos# obteniéndose un producto semejante a la leche priniti— 
va de la cual se partió.—

23} Las lechos en polvo obtenidas por liofilización# tienen una coa 
posición química que está de acuerdo con los requisitos exigidos por loa 
códigos brómatelo gi coa.—

33) Las sustancias ñas lábiles# cono las enzinao no son afectadas 
nayoraente durante el proceso. Las peroxidasas se conservan cono en la — 
leche origináis efectuando las reacciones citadas con las muestras de 1£ 
che diluidas# se observo que solamente hay una pe quena disminución de su 
actividad. En efecto# een la leche fresca se obtuvieron reacciones positá 
vas de peroxidasas con diluciones hasta 1/200. 3n cambio en las leches — 
liofilizadas las reacciones fueron positivas hasta una diluolón 1/150.-

El índico do catalanas revela también que estas enzimas no se alte­
ran mayormente durante el secado por liofilizadón# y se conservan muy — 
bien# ya qhe solamente ha habido una pequeña destrucción dé las miañas.-

43} El ensayo de las reduotaaas indica que durante el almacenamien­
to no ha habido proliferación de gérmenes apredable»-

53} La vitamina C no se altera mayormente durante el proceso# y du­
rante un período de conservación de varios meses.-*

63) La acidez de la loche (7 expresada en grados Dornic ) experimen­
ta un ligero descenso. Este aumento de la alcalinidad# probablemente sea 
debido a la eliminación del anhídrido carbónico durante el proceso.-

73) KL tenor de materias gra&s ño experimenta variaciones aprecia 
bles# y envasando el producto en perfectas condiciones# no se produce en- 
rancinniento al cabo do odio meses. En la leche reconstituida los ¿lóbUF*  
los grasos tienen un grado de dispersión semejante al de la loche normal.

83} se observa que durante el secado se produoe una pequeña degra­
dación de la lactosa, también hay una pequeña disminución en el valor del
/

•xtraoto eeco total.—
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Wf •

-. 43G03 5B WARAWJA %-

S« realizaron experiencias con él objeto do dotenainar la disninu. 
oión del contenido de vitamina 0 en jugos liofllizadós, estudiando al — 
Bisan tiempo loa caracteres otgmolépticos da los productos obtenidos.— 

Técnica utilizada en la detominnclón del acido nnoorbloo.—

Fue utilizado el método acongojado por WLlberg B» (citado por — 
Gstirner P»-52~), para determinar vitamina C en la leche, que con algu­
nas modifica clones fue aplicado a los jugos de naranja»-

a) Preparación de la solución de 2-6 di clorofenolindofenol II O»QQL

Se deslíen con agua en un mortero 140 ng» de colorante, se decanta 
la solución, y el residuo se vuelve a desleír en agua» Se diluye la solo 
ción añadiendo agua hasta un total de 500 ni. y se filtra. El faotor de 
la solución del colorante se determina con ácido ascórbico, valorando — 
con una solución H 0,001 de éste, acidulada con ácido oxálico.—

ara preparar la solución H 0,001 de ácido ascórbico, se disuelven 
22 og» de ácido ascórbico en agua, a la que se han aEadido unos 10 ni. - 
de solución saturada de ácido oxálico, y se diluye hasta 250 ni. 31 ccg 
tenido de ácido ascórbico de esta solución, se controla valorando con — 
una solución de yodo normal 0,Q3! sabiendo quo 1 ni. de ésta equivale a 
0,88 mg. de acida .ascórbico# la solución do éste último ácido,con ácido 
oxálico, sólo se conserva unos días sin alterar guardada en la obscuri­
dad.-

•r

Con esta solución se controla él factor de la solución de coloran­
te, cada vez que se efectúa una determinación»-

b) Valoración *—
Se toman 5 mi. de jugo de naranja» se añaden 3 ni*  de agua destila 

da y 2 ol*  de ácido trido roa ce tico al 20?í*  So agita y oe filtm*-
m d líquido filtrado, se tiene una concentración final del 4?C de 

ácido trido roa ce tico, que eo lo que aconseja la F.A*  XXI Edición*  -
Se colocan en un tubo de ensayo 2 mi. de la solución de2y6 dído- 

ro fenolindofenol exactamente medidos, y se añade con una pipeta de 1 mi*  
graduada, el filtrado gota a gota*  El colorante vira del azul al rojo - 
intenso, color que se atenúa con el agregado de la .solución, siendo el 
punto final el viraje del rosado al amarillo pálido.-

Se efectúa el calculo teniendo en cuenta el título de la solución 
de2-6 di doré fenolindofenol, y se expresa él dato en mg*por  dentó*
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Trinara axnerlancln

Se parte de un Jugo de naranjoa reaién exprimido. Se filtra por - 
una gasa y utilizando el 'equipo a^l, s« liofilizan 12 ampollas oon 5^-,

A.’

de jugo cada una •—
Trabajando a una presión de 120 talaremos» y estando lea ampollas 

expuestas a’ la temperatura ambiente» la Operación se realizó en 5 horas» 
SI jugo de naranja tona una estructura de una molla cristalina» a través 
de la cual el agua se elimina lentamente sobretodo las ni tinas trazas de 
humedad*  A ello es debido que necesita más tiempo que otras sustancias 
para su desecación*

Terminada la deaocacion» las abollas se cierran al vacío» y se — 
Conservan en la heladera**»

Se estudian los caracteres dél producto obtenido y se determina pe. 
1 riódicomente el contenido de vitamina C •—

Resultados

1 — Caracteres del producto obtenido *—
f.

EL jugo de naranja llofllizado» og presenta como un material de es, 
tructura cristalina» de color amarillo claro» que permanece adherido a «*  
las paredes del recipiente <m el cual fue desecado*  rosee un olor agrada, 
ble lo mismo que su sabor**»

Tiene una consistencia blanda» plástica• aunque su contenido de ha 
nedad sea inferior al 1^*  la debido a ello»que en los procesos industria, 
les» cuando se procedo a descargar las cámaras con el producto desecado» 
se baja la temperatura de las mismas» porqüe en esa forma él jugo deseca 
do se tonda en un material quebradizo» que peralto su manipuleo y envase»

2 - Solubilidad *-
Cuando al jugo de naranja liofilizado» se le ngre¿p agua para su — 

reconstitución» se solubiliza ni cabo de 3 a 4 minutos» originando un ju 
gp con un olor y sabor agradables» semejante al de los jugos frescos orí 
ginales» pero que están isas atenuados debido a perdidas de parta de los 
conpueatos aromáticos* —

3 — disminución del contenido de vítnninn C *-
£h el jugo Troco se determinó el tenor de ácido ascórbioo* — 
Con el objeto de investigar si habían ocurrido perdidas durante 

la operación» él contenido do tres ampollas fuá llevado a su volumen oíd 
ginal oon 5 ni. desagua destilada» y se determino la cantidad de vitami­
na C en cada una de ellas*-

Xa8 otras ampollas fueron conservadas en la heladera» y so valoró 
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el ¿oído HBcórblco al cabo de un afio en tres de ellas*  y a loa dos afios 
en las otrae tres*  para lo oual ae afiadió previamente a «ada una 5 al*  
de agua destilada*»

En el cuadro oí gol ente se expresan los rematados obtenidos» re — 
presentando cada cifra el valor pronedio do tres determinadones.—

Jugo de naranja

Fresco* Hofilizado y mantenido en la heladera

Acido ascórbico ng.yí tiempo do conservación Acido ascórbico mg.jí

55.6 Reden liofllizado 55*6
1 afio 44,7
2 afios 37,3

»*  Segunda experiencia ’<

Se sabe que los tfugos de naranja*  aúnmqntenidos en la heladera*  
modifican sus camoteros or^inolépticos después de unas horas*  y quo él 
contenido de vi tonina Ova disminuyando*  hasta que los jugos fermentan 
al cabo do 6 ó 7 días (53)*»

Oon el objeto de hacer un estudio comparativo*  se exprimen varias 
naranjas*  y el jugo obteillo so divide en tres porciones» Una de ellas se 
mantuvo en la heladera; otra a la temperatura ambiente» la tercera fkao, 
don se colocó en ampollas en cantidades de 5 mi. y se llofilizó en el 
equipo n& 1 .»

Previa exclusión del aíre» las ampollas ae cierran a la llana» y
se mantienen a la temperatura ambiente.—

En cada una de las fracciones se observaron los caracteres or^nno- 
lópticos» y se determinó periódicamente el contenido de vitamina C •-

Antes do cada determinación» a las ampollas con el jugo liofiliza*  
do» se les agrego 5 mi» de agua destilada» para la reconstitución del — 
Jugo»-

los resultados obtenidos so detallan a continuación!
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Ju/7) de naranja mantenido n temperatura ambiento (20A0L)

Tiempo de conservación Olor Sabor Aaldo ascórbico mg«}C

Inicial Cornal Formal 93*2
1 horaWA' '-K •*• • M 52,8
2 horas w H 49,8
3 « «• e 49,5
4 41 f» 48,5
12 * Tuerte De sagradable 45,2
24 • 3esagra& « 41,2
48 • -•«■ « 40,3
72 -e FaraentadoS'arsaentado —

ju^o d o naranja mantenido en la heladora

Tiempo da conservación Olor Sabor Acido ascórbico mg.£

Inicial Momal jornal 53,2
1 hora .« < 53,2
2 horas w * 53,2
3 ü e t» 53,2
4 4» « « 51,5
12 horas H 50,3
24 tt Tuerte Ligar, dosag. 43,6
48 W 41 H « 42,8
72 W n U tf 40,5
4 díne Desagradable 38,2
5 • « w 36,2
6 n

............................................li ■! 1 ■■■< ■ ■ ■■

^ementa remontado —
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«hwo da naranja liofllisndo y Mantenido a la temperatura ambiente

21 copo da consomoiÓn Olor * 3abor
* a

Addo as aórtico a&jt

Inicial Koroal Kornal 93.2
24, horas w • 53,2
7 días « * 53,2
1 moa n M 51,8
2 nesea K W 49.6
3 • H 48,5

n « tf 46*4
5 " N tt 45,3
6 « ■fl n 44*2
g * f» 9 41,9

10 “ w 39,0
12 • tf H 37,6

•

Sn «ate último cuadro, d Man se establece que los Jugos liofUl 
gados reconstituidos con agua, tienen olor y sabor normales, hay que ­
hacer notar que son menos pronunciados que en los Jugos frescos*-

* ooncCTSioos
14) En los jugos de naínnjív mantenidos a la temperatura ambientej 

él contenido de vitamina 0 disminuye rápida y gradualmente, y al cabo — 
de 48 horas fermentan.-

24) 2n los jugos de naranja- mantenidos en la heladera, él título 
de vitamina C disminuye más lentamente, y al cabo do seis días descien­
de en un 27$, y a los siete días entran en fermenta alón.—

Estas dos primeras conclusiones, confirman las obtenidas anterior
* • *

F-

mente por Qrnu C»A» y Valenciano O»A»(53)**
3^) Loo jugo a de naranja liofilisados, envasados en espolian de * 

vidrio oorradas al vacío, ouando se reconstituyen con agua, so disuel — 
ven en pe coa minutos, y los jugos obtenidos poseen un olor y sabor agra 
dables, aunque más atenuados que/S>8 jugos originales;—

Se pudo comprobar, con algunas ampollas en las cuales la deseca — 
dán no fus perfecta, que cuando no se reduce el contenido de humedad — 
al grado necesario, loo Jugos fermentan al poco ti copo, sobre todo si — 
se mantienen a la temperatura ambiente»*

4¿) La vitamina O no se destruye en el método de secado por liofi,
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lizadán,—en los jugos do naren ja.-
5®) Si loa jugos do nnranja liofiliSadoSf «misados en ampollas — 

da vidrio oorradaa ol vacío y mantenidos on la heladora*  al oontenido — 
do ácido asoárMoo disminuya en un 2O5< al cabo do un alio y en un 33f al 
cabo de dos aHos.—

6®) En los jugos do naranja liofUizados*  envasados en ampollas 
cerradas al vacío y mantenidos a la temperatura nnbiente, la dismlnuo— 
clon del contenido de vitamina C es mayor quo cuando' se mantienen en la 
heladera.- Al cabo de un aSo alcanza a un 3o£



8« estudia la solubilidad y los «trasteros da la albúali*  do hue­
vo dsssoada por liofilisaciotu—

3a toasn varias «apollas con 5 ral*  da nlb&tina da huevo y so liof¿ 
Usan en al equipo na 1* —

Se trata de una sustancia qué no oñroco ninguna dificultad en »u • 
desecación*  STnbajraad*  a wn presión entra 100 y 130 nicronos» con las aa — 
pollas expuestas a la tcrapemtum nublante, la operación ae ronlisa «x 
tros horas y neflla aproxteadanente—

OtrnoteroB del rroduoto obtenido* **

la albúgina do huovfi dosecada par lioflliznción, eo presonta cato 
un naterlal do estructura porosa, do color blanco, que p».r trituración 
00 convierto on un polvo hosto&Sneo***

Tratada con ngua*  se disuelve al echo do algunos rdLnutos, origina^ 
do un producto de aspecto ««aerante al de la albónlnn do la cual se par­
tió—

Conserva la propiedad da coagular por ¿l calor*  originando un coá­
gulo aquejante ol de la clara de huevo fresco—

Al igual que la nlbóním do huevo Hosca*  6a positivas loa reno — 
clones do coloración (donación da tillen, xsntoprovoicap reacción del - 
31uret), y precipita con el alcohol*  Xas salas neutra®*  los ácidos y sa 
les de nóteles pecados.—

.. Condtatlonss **»

1A) Xa dbúdna do huevo desecad» por liofili cadón, as soluhill» 
na en nga» con relativa facilidad*»

pi) Xa alb&ina do huevo desecada por lio filian don, no sufre al» 
teradenso fídeas y químicos apredables, por lo cfinl so puade dodr — 
que no ocurre dasnatumlinadon de la «lona durante el pro coso.»
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Ctoo fue eatablocido en él Chpítulo Y, la ccncwraoiún de la acti­
vidad conplenaatnria dol cuero do cobayo liofillzado, o» la nejar indica 
ción del gran valor üa ¿ata néto^o de desecad&u—

Se La doBoetrndo que el cooplceento da cobayo llofilinado, alancé» 
nado a 5^3. ae mnntluno hacia un paxíodo da cinco ares, y las nxporlen — 
das que he roalizado, solnnonte «on un eporté'ujue conflran lo estable» 
ddo por otros investigadores (13)? (18) y (27) »—

>

JhjÓ utilizada la técnica recomendada por Bocmer 7., JloBünrf 3.3. 
y lukcna M. (13).--

In sangro proveniente <V> varios cobayos» co contrifugi imodiuta — 
sentó después quo se luí fosando d coágulo, para separar el BUnju.Toa —— 
autores nancionndon indican efectuar tm control provio do cada cuero do 
cobayo por separado, para sala caloñar y utilizar úni acnanto aquéllos —

• *

quo coa satisfactorio 3 •-»
Si el suero no so ha de liofiUznr innedintanenio, na debo conocí*-  

vnr congelado, a sino se lo conserva en la heladora con ol ngrogado do 
un volumen igual do la dgilenta solución oatabilizantos

Acatato de sodio anhidro 12 gr.
Acido bórico i d gr.
Agt» destilada estéril . 100 ni.

21 sa usa aootata do sodio cristalizado» se pesan 20 gr.
£L suero proven! cate de la assa^re do v&rica cobayos*  recién extra» 

¿da» ao le dotamlna la actividad conplaaentnría*  y ninultóncancntc ee » 
le agrega un voluujn igual do ctoludcn estabilizante, y so divida an der 
porciones»

Coa de ellas se conservó on la heladera y se le detsmlnó la acti­
vidad coaplenentnria cada tres días*  con el objeto de establecer*  el — 
ticsnpo que nantiene su actividad con el <i£ro&rfo de ln solución estaMlj 
zente.»

la otra porción» deepüia de habar pemnnacido tres horas en la he*  
ladera*  se distribuyó en ampollas on cantidades do 2 al. (corresponde a

4

1 ni. de busto),y fui liofiliznda on el equipo n4 1. Zas empollas so dg 
rran al vacío*  y se conservan en la heladera*  detexainondo periódicanon*  
te la actividad coaplcaentarla del suaro.-

Método utilizado en la titulación del coranlenanto .»

Fuá utilizada la tócaim Sordelli — Hímvent ««.
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Menento s uttlisndop *—

1¿) AntígOTOt 5a utilinn el de Bordet-Huélens en la dilución 1/20*  
Se toxu 1 al♦ da nntígenc y se evaporo a 37-20*  en la estufa*  Se eoulsio- 
na «1 extracto con 2 ni*  de agua dcatilnda agregada gota a gota y ogitmg 
40*  3o agregan luego 18 ml< de suero fisiológico, con lo que ee obtie­
ne la dilución l/20*~

2*)  CtoTiyloMentói Se diluyo 1/20 oon suero fisiológico*-
i3) Suspensión de ¿Lóbulo s ro jo o*  So utilizan glóbulos rojos do — 

esmero lavados con solución fisiológiCQ*  Xa suspensión so hace al 10$C 
del volaren inicial do sangre*-

<£) Suero hereolíti oo a Se utiliza suero do conejo onti camero ti t ta­
lado f de nodo que entren en la reacción 5 unidades heiiolí ticas, para lo 
cual ee diluyo en una concentración 10 veces nayor a la de su título •Es­
ta solución se nezda luego con un volunen igual do la sueponaión de — 
glóbulos rojos* —

Tubo «4
Nenien

1 2 3 4 5 6 7
Complemento al 1/20 0,13 0,15 0,18 0,21 0,24 0,27 0,30
suero fisiológico 0,45 0,45 0,40. 0,40 0,35 0,35 0,30
¿ntígeno al 1/20 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

3,a£fl: María durante 60 ninutos a 37a C.
Ve-da da ¿lóbulos y
suero hcaolítico 1 2 1 -1 2 1 1

M£o Miaría durante 3o niñatos a 37AC*

S-3) Intomrgtñcion: SI título so ocrosa por la cantidad síniaa 
do ccaplsxcnto diluido 1/20, necesaria para producir la h onoli sis total 
frente al sistena henolítico»-

—* Heaul tndoo •—

1 — Caracteres dol producto obtenidos XX suero de cobayo desecado 
por liofillzación, con el agregado do la solución conservadoxn» tiene — 
el aspecto de un material fundido, debido ni nayor contenido de salee* , 
y no la estructura porosa que se observa en cualquior suero sanguíneo — 
liofilinado**

Xa porfoctaraonte soluble en ngua*-

2 — Estudio de ln actividad connlenentnriM So dotominó la ncti-
vidad del ccnpleaento do suero do cobayo mantenido en la heladera con — 
d afixe/pido do igual volunon do solución conservadora.—



Para obtener In diludón 1/20 se tonan 2 ni. «le la nesdla y 18 al*  
de añoro flBiológico.-

Para ileterraictir el título del conplarwnto catl suero lioflllaado, 
ee hialoron ensayos una yés por naa durante un afío» para lo cual, el 
ro fuá reconstituido con ol ogrerrún de 1 ni» de egua destilada*  35a esta

l

foTtaa so tiene un volumen de »«,r*  igual ol. colocado orlglnnlnantc en «1
4 - -

reelpíente, quo n au van ec diluido con el agregado de 19 ni.do suero ££, 
Biológico para obtener tum dilución 1/20

los resolledos obtenidos se consignan on el siguiente cuadroi

• ^diminución do In netivldnfl riel complemento d<¿l uñero do cobayo •

^apresada por la cantidad minina de complemento diluido 
l/20> necesaria p&hi producir la hemolisis frente al aie 
teila lu^nolítiúo.— '

Í4mtehido en la heladora•
Tiempo de con 
ñervo cien •**

saluden estabilizante Lio fllls^idO

Inicial 
3 dí as 
6 * 
9 • 
12 • 
15 • 
18 • 
21 *•
1 nos
2 sesos
3 *
4 *
5 *
6 *
7 •
8
9 *
10 •
11 “
12 •

0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,30 

Con 0,30 nd hay hemolisis

0,24

0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,27
0,27
0,27
0,30
0,30

Tanto o«d. conpleaonto nmitenido con la eoluaién eetabilisante, co — 
bo con el llofilisado, ce efectuaron reacciones do iftinaeraaim con cueros 
luéticoe positivos y negativos, coaprobóndoso tanbién ol mnteniniento — 
do la actividad oonplonsntnria, durante 15 días para el prinero*  y durag
te toda la euporlenela para el segundo.—
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- te Smduoionos u w

14) se oonflraa que el oonplanento de cobayo, mantenido «a la he­
ladera, oon la Bollician estabilizante citada, conserva toda su aotiMdDd 
y ea aplicahle en las reacciones de desviación del oonplonsnto oon abao» 
luto seguridad dentro do loo 15 días.»

S») So oonfiraa que ol suero de cobayo, oon.di ngra&ulo de la B0I3 
alón estabilizante, liofilizado y mantenido en la heladora, en ampollas 
de vidrio < cerradas hora»eticanente al vacío, contieno bu notlvidad —» 
ocoplementaria al cabo de un año, oon un desoenso minino, resultando un 
producto perfoctenante utillzahle en las reaoclones de desvíaolán del» 
cooplenonto •»



OTEHQ3 xoanqis

Se estudió ol descanso de loa reaginas sifilíticos, «n sueros oo» 
senndos en la heladera, al estado líquido y líoflllzados* —

Para dotenalnni el título do ostos sueros*  ffae utilizada la rose — 
don de Knhn cunntitativn, descripta por Kblnxjr J.A*  y Boomor >• (54)» * 
copleando nntígeno do Enfan ostnndard.—

Con el objeto de apreciar con más exactitud la cantidad de ontl — 
cuerpos, sa efectuaron diluciones nós cercanas quo las consignadas en la 
técnica original* —

SHuclonea del suero
do dilución miudón

1 1 Suero original
2 5 0,1 de büoro y 0,45 de solución fíalo!
3 10 0,1 • • 0,9 M • •-

4 13 0,1 *1,2 4 A

5 15 0,1 • •
• 1,4 41

6 17 0,1 • 41 • 1,6 -4

7 20 0,1 • *1,9 4
8 23 0,1 « « • 2,2 4 •

9 25 0,1 • * 2,4 -4 44 4

10 27 0,1 * • * 2,6
11 30 0,1 ** * 2,9 4 14 W

12 35 0,1 - * 3,4 4

13 40 0,1 * 41 * 3,9 ■4 4 4

Se prepara una suspensión del antí geno cono para la prueba regular 
de Kohn, y se coloca 0,01 de suspensión en cada tubo de reacción.-

Seajro®» a cada tubo o,15 al. da las dilucionon obtenidas, y se ne¿ 
dan bien durante 10 segundoo—

Se agita 3 d ñutos en el agitador ne cónico.—
*

Se adiciona 0,5 »!• de suero fisiológico a cada tubo y ao tfeotúa la 
leatura.-

' Interpretación de loa ronultadoa»
' <■

Oí

Oh precipitado definido ( +++¿^¿*40+$  ) se considera roaedón ’pesi, 
tira*,  en tanto que uno negativo ó débil ( ) se considera fugitiva”*»

Los resultados se expresan sn unidades Cafan, do acuerdo oon la si — 
guíente fóraulat S « 4 3, siendo 3 las unidades Xnhn y 3 la dilución núxl*  
na cuya lectura es de dos aruaas ( +♦ ) i»

si sólo se produce precipitado ( 4 cruces, 3 cruces o 2 cruces) en



•1 tubo de suero sin diluir, sin hriaorlo en ninguno de loa que esté di­
luido, al resultado se da respectlvanonto 4 unidades, 3 unidades o 2 — 
unidades.»

Experiencia w»

Se parte do un suero luóüco oon un titulo de 80 unidades Rata,el 
cual so divide en dos fracdonesi una de ellas ae conserva en ln helad, 
rn. Za otra se distribuye en napollas un cantidades do 3 ni. y se liofl 
lisa en el equipo ni 1, estando el nnterinl expuesto a la temperatura • 
sabiente durante toda la experiencia. Estas aispollaa sotierran heraátj 
cortante al vacío, y so conservan en la heladora.»

Periódicnncnte se detemina el título de las reaginas sifilíticas 
en nabas fracciones, para lo cual las capailas con el suero liofllisado 
oo llevan a su volumen original oon el sgregado de agua destilada» An » 
tea de efectuar la reacción, los sueros so intiotivan de acuerdo a la » 
practica corriente.-

* » Sostetndos • *

14) Caracteres del produoto obtenido»*
El suero desecado por el nótodo do llofilisación, ao presenta co­

no un isaterlnl de estructura porosa» do color water doro**
Xa euy solublo en agua» y wrfrez rooonatituído presenta una ligera 

túrbidas» que se atribuye a cánteos del estado de dispersión coloidal do 
los lípidos**

2>) Penconso <lr» las reaginas sifilíticas on un suero luétloo* *

Potencia
Expresada en unidades Knhn

Mantenido en la heladera

•Elenco de eonaorvncion ,líquido Xlofllizndo
Inicial 80 80
1 nes 80 80
2 nasas 68 80
3 • 60 80
4 • 52 80
6 * 40 80
8 • 20 88

10 - 10 88
12 • 3 68
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■“ *•  Oondusionas

14) loa anticuerpos aifilíticogno a*  dcatruyon en la deaecadán 
por el nótodo de liofillzacion* —

24) m loa sueros contenidos en la heladora al estado líquido, — 
las roaginaa sifilíticas m destruyen nueho nás rápidamente que cuando 
so conservan en fon» de polvo llofili ando—



• V PAHOTEA3 « -

Se realizaron experiandas oon el objeto de «etüdiar loa caraote» 
rae do loa polvos do pánareas obtenidos por el método de desecadón por 
liofUlznaión, observando fundamentalmente al grado do actividad 
tica ( podar proteolítioo y poder auldlítico ) de la» pnncreatinae ob- 

f*

- í, nxnerlendas * «.

So porte de un páncreas de cardo frsscot en el que se titula id-» 
cialnente le actividad nnSolítica y protaolítlctU-

Una parte deL mismo pan creas, se tritura en un aparato Tumix, y 
la papilla obtenida so coloao en un balondto tarado, y ee doseca por — 4
liofilinadón enploondo el equipo n4 4» En el polvo do páncreas obteni­
do, se eatudion sus enmatares y so determina nuevamente la actividad 
proteolXtica y amilolXtica.---.

1 — Seteminadón da is ootividnd anílolítica y nroteolítlcn del pan — 
arena fresco.—

?ué utilizada la técnico de la Thruacopcn Argentina XIX Edición.— 
Ssí-pesan lO-gwuaoa de páncreas fronco,yao colocan an unnorterd . ,S#.- '

con arena de cuarzo y un poco de agua hasta conseguiruna pasta bien ho 
mogénea. Se paca a un matraz da 1.000 ni. y ce lava el mortero con agua 
destilada*  Se deja así en maeración por capado de media hora más o me 
nos. luego so teman de esta solución 10 mli y so llevan nuevanente a —* fe
1000 i*--

Poder nnilolítioo.-
negativos

Almidón soluble al 1/1000. ( 1 gr. de almidón se suspende en agua y se 
agrega a 70 ni. de agua hirviendo que con­
tiene 5 gr.do cloruro de sodios enfriar, en 
rasar a 100 ni. Tenar 10 al*  de esta solu­
ción y llevar a 100 ni. )

Solución de yodo B 0,01
Sscala

Tuboo 3oluc.de páncreas Soluc. do nlnldón 1J» Título

1 0,10 $ ni. 1—500
2 0,20 5 * >250
3 0,30 5 - 1-170 

//////

3oluc.de


loo

a

SoXucúdo píncrcau Solua. de almidón 1$ título
4 ov40 5 ¿U 1-125
5 0,60 5 • t-85
6 0,80 5 • 1-65
7 1,00 5 • 2-50
8 1,50 5 * 1-33

los tubos así preparados se colocan ol B.ií. & 40>S endurante exaote- 
sonto una hom, y luego do tenainada la digestión se sacan y so pone 
en cada uno do ellos dos ¿otas de solución de lodo TT« 0,01» SI tubo que 
so colorea azul, o ligeranenta color vino, indicará ol líxaito de hidró­
lisis —

Poder nroteolítleo—
3c t olivo3

solución de caseína purísim: Se colocan 200 ng.do caseína, en un vatros 
alorado de 100 al»,se agregan 60 ni» de — «
a©ia destilada y se agita» Se aEadsn 2 ni»

*

de solnaloa de Ha (Olí) IT*  0,1 y se callente 
a 40® hasta disolver la caseína» Se enfría V
y oa corapleta a voluaen.*»

Solución aceto-scótlcat»»»»«s 1 parte de de ácido acético, 9 partes de 
agua, 10 portee de alcohol »w

Tubos soluc» da páncreas Soluc» do caseína título

1 0,30 ni» 5 ni» 1-500
2 0,50 * 5 - 1—200
3 0,70 * 5 * 1-140
4 0,90 • 5 * 1-115
5 1,00 • 5 • 1-100
6 1,5 • 5 • &a»66
7 2,00 • 5 " 1-50
8 3,00 * 5 * 1-33
9 4,00 • 5 * 1-25**

Shabién estos tuboa so colocan al 3»M» a 4040» durante una hora 
y luego se pone en onda uno de ellos tres floteo de la solución acoto-a^.



ecbólica, indionnda una aajror o nenor túrbidos la fhlta da hidrólisis — 
<Q l&oa&oíntu*

Resultados» rodar tuailclítioo t 1/50 
rodar protoolíticoi 1/33

•/ 2 — Qvmctnríotlo«dal uolvo do ■pánorena obtrmldo^»

a) Pumo jarea»
Se presenta cono na polvo tuaorfi» * liviano» de color narrón claro» 

X con débil olor a carne. Za pnrcial^sente. eolubla en agua deatilnda,daxb> 
do tna solución ligomnento turbia» Ss inaolublo en alcohol y éter»*

Responde a todo o loa ensayos conalgnadoa en la F.A. -IXX Edición»—

b) ^etonajnacicn do la actividad eeallolítlca y urotoolítica»—
Se utilizó la técnica do la F»A» - XIX Edición»—

Eoder aaüolítico
Soaotivoa*

Solución de páncroaa en polvo (100 ng. en 500 xA») 
solución de yodo I?.Otol
Solución da almidón ol 1&>

Bsáa

Se precede en la nina torno quo en el oseo del páncreas freacoi—

Sol.pánorcos Sol-aXnltl&a l£o Cr,lc páncreas Grn«da alnldan Título

0>X0 £sX»
'■

0,005 1-2505 tíU 0.
0,15 ■ 5 • 0,00003 0,005 1-166
0*20  • 5' * 0,00004 0,005 1-125
0,25 " 5 * 0,00005 0,005 1-100
0(30 •
0,35 *

5 •
5 •

0, 0,005 1- 83
1- 710B 0,005>

0,40 • 5 * 0,00003 0(005 1- 62
0,4$ • 5 • 0,00009 0,005 1- 55
0,50* 5 • 0,00010 0,005 1-50

0,55 * 5 • 0,00011 0,005 1-45
0,60 * 5 • 0,00012 0,005 1- 41
0,65 * 5 • 0(00013 0,005 1- 38
0,70 « 5 ’ o.00014 0,005 1-35
0,75 • 5 • 0,00015 0,005 1- 33
0,80 • 5 * 0,0001* 0,005 1» 31
0,85 • 5 *i 0(00017 0(005 1-29
0,90 " J rt 0,00018 0,005 1- 28
0,95 • «• 0,00019 0(005 1- 26
1.00 - 5 * 0.00020 _ ^OjOOg 1-25
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Poder nroteolítico

SeaotLvosi
Soluoión do caaeína puríolna al 0,2jC (200 n&on 100 tíl» de agüe)
Solución aceto-alcohólica coapuonta üot 1 do ácido aootilco

9 ni» do agua
10 id-» do alcohol 

Solución do páncreas» tonar 100 ngra.y cot^letar a 500 coa agua*• • >»

£?áEja

SoluoaTan creas Sol»Caseína Qrs.yánarana Ornaos caseína lítalo

0,1 5 ni. 0,00002 0,1 1-500
0,2 5 * OfX 1-250
0,3 g « 0,00006 OfX 1-166
0,4 5 w 0,00008 0,1 1-125
0,5 5 * 0,00010 0,1 1-100
0,6 5 * 0,00012 0,1 1-83
0,7 5 • 0,00014 0,1 1-71
0,8 5 * 0,00016 0,1 X*»52
0,9 j w 0,00018 0,1 1-55
1,0 5. • 0,00020 0,1 1-50
1,1 5 * 0,00022 0,1 1-45
1,2 5 • 0,00024 0,1 1—41
1,3 5 * 0,00026 0,1 1-38
1>4 5 * 0,00028 0,1 1-35
1,5 5 • 0,00030 0,1 1-33
1,6 5 * 0,00032 0,1 1-31
1,7 5 H 0,00034 0,1 1-29
1,8 5 * 0,00036 0,1 1-28
1,9 5 w 0,00033 0,1 1-26
2,0 0,00040 ÜfX 1—25

Se procede on la niona foma que en d método detallado paro pán — 
crean frosco»-

SetnUtnfloa
poder r.nilol¿tico Poder protoolíti co

Frpcrean franco ly5O lrJ3
Tolva do páncrean obtenido pbr lloíllÍEaalón:l-35 L~66
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— • Conoluaionee •»

14) Xas enzinas dol páncreas (nnilnoa y tripsina)no m destruyen - 
durnnto ol sacado por el aátodo do lloflllaación.—

d>) Los polvos do pAncreas obtonidos por lloflllEnaión ronpoqáden 
a las cnractarístlcna exigidas por la F.A. XIX Edición-—

3*)  Las panoreatinas obtenidas por lioflllznción tienen una aotiv¿ 
dad enxin'tica con un título aproxinadanente dos vooao nayor que el exi­
gido por la ?.A> III Edición.-
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AQT09 D3 X0BUX0 rOSTOtCOK 33 HTP0FISI3*. xoBux.0 rcsranxoK $3 hipófisis U»

So cabo que loo extra o toa de lóbulo posterior de hipo fiel o * nantj^ 
ni do o altestado líquido o baja temperatura*  pierden poco a pooo su acti­
vidad:

Xa F.A. III Edición, establece al respecto quo loo extractos de -» 
lobulo posterior de hipófisis*  no deben uearae deapú¿& do 18 nasos de n 
preparación*  salvo comprobación de bu título. También establece quo loo

—

extractos*  preparado o con polvos tipos para control on ica valoraciones 
biológicas, solo pueden conservarse nativos a O^C. durante seis neseo. 
Xas hipofisinns del comercio tienen también fecha de vencimiento.*

El objeto de esta experiencia*  fue detorainar oi durante el proco- 
so da desecación por liofillsaoión hay destrucción o dimainudón de la - 
actividad de las horconas responsables de la actividad -ecitóolca de loe 
extractos de lóbulo posterior de hipófisis*  y observar el los productos 
llafillsados mantienen au actividad durante un tlerpo do conservación — 
ano o menos largo.-

Técnica utillmda _en la valoración.**

Xa actividad do los polvos o de los extractos do lóbulo posterior 
de hipófisis, so expresa en unidades internacionales, siendo una unidad 
interna otoñal la aettvidnd específica do 0,5. ng. del preparado tipo atar 
dard.—

7uó utilizada la técnica de la P.A.XII Adición can alguno» dota - 
líos del • nodua operandi * deacripto en la ^arrineópen. Kortoancrlcana» • 
XIII Sdidó^-

Frenara ción dé la solución standard .«•

locar cuidadosamente una cantidad conventcnto del polvo tipo de ló 
bulo posterior dé hipófisis, colocar en un poqueho cortero de vidrio o 
de agota» y humedecer con unas pocas gotas do una solución de acido acó * 
tico al 0,25^. Triturar el polvo hunodoctdó totalmente hasta que tonga 
una consistencia impalpable. lEadir unos pocos c.c. de solución de acido 
acó ti oo al 0,25í J agitar la Bosdla totalnente « Transferir on un frasco 
Xrlenasyer , lavar el mortero con solución de riel do acó tico, y nhadir ol 
lavado a la Reacia. AHalIr cantidad oufialante de neldo ncótlco al 0,25$ 
de ñañara que el volumen final do le mésela contenga el nisoo numero de 
c.c. que el numero de Bg. del polvo tipo oatandard do referencia origi— 
saínente toando. Colocar un pqqueSo embudo en ln boca dél frasco , caleQ 
tar la nezcla ni punto de ebullición durante no nda de un minuto y fll — 
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trar. EL fíltralo ti ono en cada c.c. loa principio n nativos do 1 fig<del 
polvo tipo estandard de referencia.—

, Colocar esta solución estandnrd on anpollus do vidrio duro, y eot¿ 
rillssnr durante 20 ninutoo tren días eucesivon n la temperatura dol va- 
por fluente, pero no excediendo de 1003c» Conservar on lugar fresco ( 5 
a 203 c« ) •—

Iota solución C3tandard no debe ser contenida ñas da sais nones» 

Valoración de la actividad, AoltóciOfit £1 aparata usado para efectuar el 
ensayo, puede ser cualquier nulificación del tipo ganara! para r o gis tro 
de la aotividad del nunculo Ileo nielado da ramíferos. Debe catar previa 
to de un dispositivo exacto para regular Xa tenperaturn» Xa temperatura 
del bafio deh- ser aantenidn entre 37 y 353c., pero no variara ñas que Q1

I

grado durante el ensayo. In cañara en la cual es suspendido el útero de­
bo tener unn capacidad no nenor de 100 c.c.,-

Se usan cobayas vírgenes sanas» que x>esan entro 175 y 350 gr. - 
Ko deben estar probadas ni e& celo. Se recomendable ríantener las cobayas 
en Jaulas aparte, lejos de loa nachos. ^atnr un wboyo por decapitación, 
o inaediataJiente separar el útorocntsro del cuerpo.Su^end^r un cuerno 
dol útero en un recipiente que contenga solución do Xoíre-Singer,uniendo 
un cuerno dol útero a una palanca inscripto». ¿2. bo£o se oxigona y las 
contracciones dol nitro ao registran sobre un cilindro.-*

Cuando el útero esta coitpletmento relujado, lo ¿uní ocurre gene­
ralmente en15 a 30 minutos, el ensayo se para, □iluir con solución fi­
siológica laotónica cantidades convenientes de la solución cstandnrd y 
de la preparación a ser msnynda. □etersilnar la cantidad de la solución 
estándar! diluida» y ln cantidad de la preparación diluida a ser ensaya­
da, quo administradas altornatlvnaente produzcan una setí. o de cuatro con 
tracciones do aproxÍMdrmente de In Hiena altura, luego aániniotrar una 
tercera dosis de la solución oatan&ird, que sea 25,**  mayor quo lao dos — 
dosis precedentes de In solución eetandord diluida. !¿edir la altura de 
las cinco contracciones. Xas primeras cuatro contracciones han de ser * 
consideradas subaáxima y equivalentes, y constituyen ptci ensayo,si le 
diferencia en la altura entré la naa baja y In nía alta da estas ceiatrb 
ee fconor que la mitad do Xa dii/forencia do altura entre la ñas baja 
las cuatro y la contracción» resultante da la dosis amentada de la ablu­
ción ©standard. De las cantidades requeridas para producir estas? o bu trac- 
clones equivalentes, calcular la actividad dolo preparación ensayada en 
unidades internacionales.-
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So yarta do un polvo 4o lóbulo poatcrlor do hipófisis quo ee titu­
la lnielalnente» con tal objeto se pesa auldndoaamonte 50 ng» do polvo» 
oo colocan on un poquoHo nortero de vidrio, y bg hunedoco con unas gotas 
do solución de neldo acético al 0,25¡í. so tritura ol polvo hasta que'la 
naHn tcxi^ir una estructura homogénea. Se alinden uno3 al*  nna de solución 
do uoluu acítáco al Of25^y*oo  nesela bien*  Se transfiere el contenido 4 
un nutras de ,50 ni. y lavando ol xaortero con solución de uoluo a oí ti 00 
al 0t25;f ee cúmplete a volumen*  >*o  coloca un pe'•paño embude en la boca del 
natroz» y se lleva la núzala a la ebullición durante ro mo da un xalnutOd 
Se filtra*-

Se obtiene así un extracto t que en un mi*  ticno Ion principios ao» 
tivos de 1 wg. da polvo •-

1 — Valoración dal extracto obtenido.—
Se procedo do acuerdo con la técnica indi cada*  diluyendo el extrac­

ta con la solución de ácido acético ni Q>25^*  en la proporción 1 : 10 ó 
1 t 100 según la aonsibil!dad del itero utilizado.-

Xa actividad ee ex rosa en unidades internncionelesf referidas a — 
1 gr*  dél' polvo dol cual no partió.-

2 — Óccocnclcn .d^l.extracte..por Xloflligación y estudio do tiu noti» 
vi da d* -

Tsrta uel oatmstO obtenido > fuo distribuido en nnpollao ch canti 
dadas de 5 ni., y dependo por liofllixnaión «picando ol Equipo IU 1*  
Ias ampolla3 «o cierran ni vado y so conservan en la holndora durante — 
un nKo*-

5adfi tras nbsen 00 detemlná la actividad ftcitócica on loo prepara- 
doe obtenidos.- 

a) Carecieras.
Eanpuco de la defecación# queda en las raapollan una cantidad wyr — 

pequeña de nntcrinl do color blanco# constituido por saleo y loa princi­
pios activos# del lóbulo posterior de hipófisis.—

b) LeterMnaoion de au actividad.
Al contenido do la ampolla na le agregan 5 ni. de solución de ¿oí­

do acético al 0#25?»# y en esta forma se tiene nuevamente un oxtraoto#en 
el que cada ni. lleva los principio a aotiyoacorrespondientes a lrr13.de — 
polvo•-

Se diluye en la proporción 1 : 10 ó 1 1 100# según ln sensibilidad

lrr13.de
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del ¿tero utilizado, y se valora de acuerdo oon ln tóenlos lndlwada»«» •* •*

•* * ^bncluai bn ea • -

1-2) Las horconas rG^pcnsablos de la actividad a cito cica, de loa ex 
tractos dé lóbulo posterior de hipó fiáis ro se destruyen durante la done 

9

cacion por ol uetodo de liofllización • Ho hay disminución do la activi­
dad 5 cito ai en acrecíobla por los uetodos biológicos»-

2£) Loe extractog de lóbulo posterior de hipófisis, lioflllzados, 
mantenidos en ln heladera, en armellas da vidrio cerradas al vacío, con-» 
servan su actividad durante un período de un aflo por lo Henos *•—

*• ♦ Resultadon < -

Tiempo do 
cono emoción

Título
tMidadoo intermoioiinloa referídaa n 1 gr. de polvo
'Extracto inicial 
( Polvo orifíinnl)

Sxtmoto lloflllendo

Inicial 1100 1100
3 M30S — 1100
6 • — 1100
9 « — 1100

12 " T 1100
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Oqqo oí la a infusiones preparadas oon polvo do hojas do digital# 
los ¿luco al de o se doatruyen rápidamente# se estudio la actividad y grado 
de conservación de estos compuestos quínicoaf en polvos obtenidos por — 
liofUizadón ao las infusiones preparadas con los niraoe.—

Loa infusiones sa prepararon do acuario can la técnica indicada — 
por la ?nrmcopea Argentina XXX Edición: a 1 grano do polvo da hojas de 
digital# se le aEaden 200 ni. de agua destilada. So lleva al baño María 
hirviente agitando con un termómetro • □sudo que oe alcanza 90¿0»# se — 
H^ntieno 15 minutos agitando # sin que la tczrperituxn varíe en ñas o nj 
nos 1 grado centígrado. Se retira dol 33ño Haría y se caupleta a eu volu 
nen inicial y so agrega l#70 gr. de cloruro de sodio. So enfría y se — 
filtra»**

SI polvo utilizado-fuó valorado inidalncnts de acuerdo a la técoi 
ca indicadn por la Texmcopm Argentina — III. 2dl clon »-

Fe toraron 120 ni» do infusión preparada de acuerdo a la técnica 
indicad^ y fueron desecadoe por liofUi^cién utilizando el Equipo n*4  
tota operación fue realizada dea voces » do rasera que so obtuvieron dos 
porciones da polvos XiotiUzadoOf correspondientes cada una de ellas a 
120 ni» de infusión» a cea a 0» 60 do polvo de hojas de digital»-

Terminada la deeoenaian, les frascos ao cierran oon tapones do co­
ra» no toco el vacío en ou interior; w paraflnan» y ce conservan en la 
heladera durante doc atoe»—

— • tosulindos » —

13) Valoración del polvo do di.d^»l utilizado en In exporl encía.*»  
El polvo utilizado en la experiencia fue valorado inldalnen­

te# de acuerdo con la técnica dé la 3hxnaoopea Argentina —XXX Edición. — 
A continuación se observa ol gráfico eorrenpondimtG. (^squona «3 XVIII)

So utiliza un gato de 3#100 kg. do peco# quo se anestesia con nen- 
butal por vía intraperitoneol# y so hace respiración artificial '•—

Se inscribe ln presión curotídon y so marca el tiempo en minutos.
?or ln vena aafenn so perfunden en 33 ninuton^óS ni. de infusión 

do polvo do hojas do digital ni 0#50i¿
Se conprueba la muerto del animal por autopsia y so examina el oo— 

razón.-
Luago: 65 ni. de infusión maten .•••••«... 3#100 kg.

X * * * * .......... l#000 *
x * 20 ni.

20 ni» *■  1 kg.
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100 ni» de infusión ........0,20 da polvo digital
20 • * • ........x

X •» 0,10 polvo digital
1 kg. cato n 0,10 -polvo ¿o digital'-■M

SI polvo utilizado poseo una actividad valorada como unidad grto 
kfi» da 0,10.—

fák) Comprobación de lo actividad dígitóliee de loa rolvoa lioflli- 
andes obtenidos.»»

A • Primera mT-arlfir.il'ni

Qna do las nuestras liofllizadas fuá llevada al volumen inicial, — 
agregando 120 ni. do agua destilada estéril*  y con esta solución se ofeg 
toaron ’ los sl/jui anteo ónix yon:

a) 3o pono ni descubierto ln vena nbdanlnal de un Buffo arenaran, 
y luego so identifica la corta anporior c la altura do la coltrana verte» 
bral.-

Por la vena abdominal co canaliza una aguja en conexión directa a 
una pequeña bureta con ol líquido JUngcr-batmalo. Luego ae corta la —
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aorta y na poriundo ¿L líquido EAngor haota eliminar tota la eantfrc dol 
ointona* —

So suspendo d cwyzSn y 00 inscribe ol tmando que so observo en 
ol Sequona n*  HX •-

TU ZZX

1 09 porfunden 10 ni»de infusión do digital liofillmdru So pzp 
duee de lmodinto un aunsnto do la nnplitud do las contraccionoa * pero 
no hay diminución de la frecuencia cnrdínca*  Se narco él tienpo cada •• 
mello minuto •—

Se nota de in^cllnto un bloqueo cardiaco con níntoms tóxicos en 
Ih maculatura, lo que indica ?&© el lio fi lisa do posee a ot ivi dad de ¿Luco 
sidos digitálleos.— Se niguo porfundlcndo líquido Elnger»batmcio» jr a 
loa volate nlnutoa do la experiencia» se nornalüa al trabajo cardíaco.»

Observa donas i

¿n el nétodo da perfusión por lo gran vena uMcninal escurriendo - 
el líquido Singar por la aorta» suspendiendo el corazón o Inscribíanlo 
el trazado » en el 3uffo arenarían se observax aunanto en ln nnplitud do 
las contracciones » y facéosnos de bloqueo» lo cual indica que el polvo 
llofilizado posee actividad aigit.álica.-

b) Valoración del polvo llofilizado en /nto
Se ensaya de acuario a la técnica de ln Ibrnacopen Argentina XU 

Edición.—
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3a utiliza un grío de 2,300 Kg. que ss anastasia con naabutal por 
vía introparltonaal y se haca reapiradón urtlfidal.—

Se inscriba la presión oarotldea y se nar.otb el tiempo en minuto»*  
(Esquena n*  XX) •—

x s o n a h a xx

Ol
Por la vena safena se perfunden/30 minutos 49 ni. del liofillzado 

de infusión de digital, llevado previamente al volumen correspondiente 
con agua bldestilada hervida y fría. 3e comprueba la muerte del animal 
por am-tópala y ea examina ol corazón.—

luego»
100 m. de infusión ..«••.• 0,50 polvo de digital

49 " " • ....... x
x “ 0,24 do polvo

2,300 Igi ............ 0,24 de polvo de digital
1,000 * x

X « 0,104
1 kg. gato» 0,104 polvo de digital

Observa dones»
Cono en si ensayo anterior el polvo liofillzado muestra una frtuioo

\

acdón digitállca, idéntica a la dol polvo original.—
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B • Segunda exnerloncln f

VloraolÓn ai polvo Hoflliaado utilizando un perro en la ejq>e — 
rienda—»

£L polvo proveniente de la eogtmda nuestra de infusión llofUlzada 
fui disolto en agua bldeetilada hervida» oonplstnndo ul volumen orlgl *

- • «

nal de 120 ml.j y se pro «odió a la valora don en un perro ( Soqueas XXI)

S 5 Q ü S MA tU XXT

Se utilizó un perro de 5 Xg. de peno que fue anestesiado con nenbu 
tal sódico Q razón de 0»04 gr» por kilo de peso—»

Se perfunden 1»5 ni» por minuto y la operaalón so termina al cabo 
de 67 minutos » perfundlóndose en total 99 ni—»

luego*  como 1 lioflllzado do digital posos 0,50?» de polvo*tenemoe

100 al» da infusión •••••••••■ 0*90  polvo digitel
99 • " * .......... x

z " 0*495

0*495  polvo digital ••••.•••• 5 Kg. perro
x • " ......... 1 kilo

l

x ■ 0*099  granos de digital en polvo

Oboorvn clonesi
Como en 1 caso anterior 1 polvo lioflllzado posee frenen acción 

digitólicn •—
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- U CbncXuattao*  w -

W) Xos glucóolda digltálicos no mitren ninguno nltemaión, opre» 
dables por los métodos biológicos , en el método do deoacaaión por 
fUisadónr»

2&) loo polvos obtenidos por liofilisaoión, a partir de infuslone 
preparadas oon polvos de hojas de digital» contenidos en In heladera en 
recljlentcs de vidrio cerrados al vado, mantienen la actividad de los 
glucósidos digitállcos inalterable durante un período de dos aEos«—
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Xa hialuronidasa es una anaína, que fue descubierta en 1928 por 
el Dr» Duran aeynals (55)• quien encontró on loa extractos testlaulnrea 
una sustancia que tenía la propiedad de aumentar la permeabilidad del 
tejido conectivo, razón por la cual le dio el nombre de *factor  da dis­
persión Se la ha llamado también *factor  Duran-HGynals*,  en honor a 
au dea cubrí dor; factor 3? ( de permeabilidad do los tojidos); factor 1? ~ 
($qt su origen testicular).»

El nombre de hialuronidasa le fue dado por Heyer y Palmer (56) en 
1934*  quienes comprobaron la acción hidrolizante de dicha enzima sobre 
el acido hlalurónico.»*

El acido hlalurónico, pollsacárido que constituye un componente 
es cendal de la sustancia básica de loa tejidos vivos, se desintegra b¿ 
Jo la acción de la hialuronidam. Esta propiedad, hace que cuando se — 
adiciona la enzima a ciertas sustancias medicamentosas, (sueros, aneóte» 
ai eos, etc.) facilita y acelera la infiltración de los tejidos, rozón 
por lo cual también se la denomina *faator  lnflltrativo*»»

Fuentes de origen .*•

Se encuentra presento en ciertas bacterias, como estafilococos,es, 
trep toco eos henolíticos, neumococos» Xn las secreciones salivares de al. 
gunos insectos, como abejas y aranas; en los venenos do serpientes; en 
los testículos de pájaros»»

En los animales superiores y en ol hombre, so oncuentra on los — 
testículos, esperma, rizones,pulrwn, en los tejidos embrionarios y pía» 
contarlo»»

Obtención»-

A pesar de la amplia distribución de la hialuronidasa en la natu­
raleza, ln fuente más práctica para su obtención, la constituyen los tes 
tículos bovinos»»

En la extracción de la enzima, dos son los métodos que se siguen 
generalmente:

a) Extracción con agua»»
b) Extracción con solución de ácido acó tico 0,1 normal»»
31 la extracción resulta fácil, no ocurre lo mismo con la purifi­

cación que encierra bastantes dificultades, slondo variados los procedí 
, ni en toa seguidos:
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Voy a citar el fundamento de algunos de oatoa prooodlnientosi 
Porgan y Mo GLean (57)*  parten del e^tmoto testicular acuoso y lo 

acidifican oon ácido acético normal Uetmdba pH 4*5  • 7<.uego de separar 
las materias inertes*  llevan a pH 6*5  con soda 2 noraal*  separando nue­
vamente material inoróte.» Después de alcalinizar*  precipitan la enaiaa 
con acetato básico do plomo. Ente precipitado eo dlsuelto en medio acuo­
so ácido n pli 4*5  * y es purificado por sucesivas diálisis. Finalmente - 
precipitan la enmima con agregado de sulfato do amonio, a precipitado 
que oe separa os disuelto en agua*  y es nuevamente dializado*  y esta so­
lución de la enzima privada de salee*  es evaporada a seco.—

15a 1 di nav ei ti a (58)*  parte de un extracto testicular acuoso*  y pre­
cipita la enzima con .sulfato de amonio*  y adsorbo posterioraonte con gel 
de alumina en medio ácido tamponado con acetato de sodio. Efectúa después 
la elución en medio alcalino y la solución es finalmente dlalizada y dj 
secada.-

daudo y Duran Heynals (59)*  propusieren un método dé purificación 
que consiste en tratar el extracto acuoso de testículo*  con igual volu­
men de ácido acético normal. H primer precipitado es descartado*  y al 
líquido filtrado es le agrega acetona hasta precipitación. El precipita­
do a ce tónico*  tras deshidratación se extrae con agua descartando el inso 
luble. A la solución acuosa se le agrega sulfato de amonio hasta cení sa­
tura ció a y so elimina la parte insoluble. Se aumenta después la conuen- 
truel en del sulfato de amonio hasta saturación*  y se recoge la fracción

X

activa*  la cual di suelta en agua previa diálisis es secada.-
»

En él procedimiento anterior se basa el método seguido por Soldi y 
Schifani (60) que esquematizan como sigue:

Extracción (ácido acético 0*1  D.)
Precipitación del extracto con ncetona.- 
Extrnoción del precipitado con agua y filtración.- 
Saturación del filtrndo.-
Dinlisls.-
Semisaturación con sulfato de amonio del dialisado (descartando el 

residuo) •—
Saturación del filtrado con sulfato de amonio.-
Diálisis parcial del prccipitndo.- 

mtraoión y desecación bajo vacío.-

Oonetitución quiñi en.-

la estructura químiva do la hlaluronidasa es todavía dea cono dda»*  
Parece que está unida a .una albúmina*  y además algunos análisis
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cuantitativos revelan cantidades equivale colares de exo camina , un acido 
uránico y acido acético (61) » Thmbién se cree quo la estructura do la 
alema variaría según la procedencia.*

Propiedades finíeo-guímicas»-

Esta enzima ee presenta como un polvo do oolor gris claro , no hi­
groscópico. Es soluble en agua, alcohol diluido y líquidos acidificados. 
Es lnsoluble en ncetona, éter, alcohol concentrado, cloroformo y plridi— 
na» Eo so diolisable»*

Su solución acuosa al O,5jS tiene un pH de alrededor de 6,8 , pj| 
ro la variación de este hacia la acidez o a la alcalinidad no origina 
precipitaclan. sta solución acuosa precipita por la adición de acido 
tri clora ce tico, pícrieo y tánico, poro no por el ácido acético ¿Lacial»-

Da positiva la reacción de Heller con ácido nítrico concentrado» 
Da positiva la reacción xantoproteicn , la dol biuret y la de )9illon(6O)

Propiodados biológicas »*

Xa hlaluronidasa es una enzima cuyo substráete específico ee el - 
ácido hlalurónico» Este ácido que representa un componente es cendal de 
los tejidos vivos, ms específicamente del tejido conjuntivo, so desin­
tegra bajo la noción de la hlnulronldasa • Debido a esta propiedad^,ee 
que la hlaluronidasa facilita la difusión de los liquiden inyectados, 
y de ella parten las aplicaciones que tiene cono coadyuvante que penal te 
una aplicación más eficaz y beneficiosa de algunos agentes terapéuti­
co b»-

Es discutido sí esta enzima tiene o no propiedades antigenlcas.Al 
gunos investigadores, afirman haber aislado antlhialuronidasas eatropto 
cóccicns y neumo cocol cas en suero a hinanoo, do especificidad nuy ostre- 
cha, de modo que cada anticuerpo es producido por un tipo do hlaluroni- 
dasa» Estas antihialuronidasas aumentarían en el curso de algunas lnfec 
dones, cono en el reúnatlsno, y la escarlatina, en que habría un aúnen 
to de la antihlaluronidasa es trep toce coica » Otros investigadores, por 
ol contrario, no han encontrado acción anti geni ca on algunas hinluroni- 
dama de origen bacteriano (61) »*

So ha comprobado que la hialuronidusa caroca do acción toxicadlas 
dosis terapéuticas de la híaluronidasa son completamente inocuas y el — 
coeficiente entre la dosis toxica y la dosis terapéutica es de 200»000 
a 1 »— Esta a toxicidad se ha comprobado en animales, viendo que tiene 
una amplia zona manejable , puesto que es necesario inyectar una dosis 
200*000  veces xanyor que la terapéutica para apreciar loa primeros uínto
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■as da toxicidad. También se ha comprobado la ausenoia do toxicidad lo— 
oal y general on el hombro.. Soldi y 3t¿tú.tnrú. (60), coaprobaron quo la 
inyooolón do hialuxonidaaa, solanonto puedo peodudr en algunos indivl—

/

dúos , un ligero enroja cimiento del outia en el lu®xr de la lnyocaión. 
Fuera de esto , no se produce ninguna otra reacción local ni generala — 
Estos investigadores citan también que esto ha sido conprobado por otros 
cono Schmrtnmn, Henderson y Xing (62), quienes encontraron que al 8,3}C 
do los pacientes rastraban una reacción local en la primara inyección 
de la sustancia, ün examen de las caraoterínticos bioquímicos de la san­
gre (glucemia, azoeoia,arentlnina,fósforo,foofatoBas.eolesterol libra y 
total, proteínas,reacción do Van dar Borg y de Hangar) y de la orina, — 
llevan a estos autores a la conclusión de que la hialuronidaea no tiene 
ningún efecto daEooo. Tmbisn encontraron que no tiene influencia sobre 
la presión sanguínea, sobre el nínero de hematíes y sobre la fórmula — 
laucocitarla.—

También se ha comprobado, que si bien ejerce ncdón aceleradora — 
de la absorción de las soluciones, no provoca un aumento de las infac­
ciones ya existentes. Soldi y Schifnni (60), inyectaron subautaneaaefr» 
te 500 unidades vlscoslnétricns do hinluronidasa, en cuatro individuos 
con una lesión inflamatoria bien circunscripta, y no observaron ninguna 
influencia en el proceso Inflamatorio localizado. Torres J. y Alonso &• 
(61), citan al renpocto los resultados obtenidos por borren (1948)sobro 
conejos y ratones, a los cuales inyectaba sapas de entafilooooos,aatre£ 
toco eos y virus vacunal en los primeros, y virus de la poliomielitis y 
encefalitis nurlna en los segundos. En arabos experimentos hacía dos gru 
pos oon aniaalesi en uno de ellos inoculaba al gomen y a continuación 
Inoculaba hialuroniadasai y al otro gr^po inoculaba el germen e inyecta 
ba solución solina,para que sirviera do control»Observando los efectos 
de mortalidad al cubo da un período do tiempo, se demostraba que no ha­
bía marcada diferencia entro días, lo cual prfteba que la enzima no pro 
dúos difusión do la lavación.— Seto eatnría explicado porque la hialuro^ 
nidaaa nigua una línea do menor resistencia, quo es la externa a la zo­
na de infección, ya que ésta so rodea rápidamente do una zona aislante 
de fibrina, que no es hidrolizada por la hinluronidasa.—

r<o obstante, no se aconseja la aplicación do la hialuronidaso en 
áreas infectadas, ni en zonas cercados, hasta obtener mayores datos.-

«

Valoración.—

Hasta el somanto no os ha adoptado ninguna unidad internacional — 
para valoración de la hlaluronidosoa-
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Voy a «ntnenu? 61 fundaacnto da los nétodoo devnloradán n¿s «e> 
ploados altados por Torran 4» y Alonso A. (61), que seelaslflcan en «— 
cuatro arqpost

!•*)  wétodos bnoodos e*v  in velocidad do difusión oh orgmioaostda 
lí.-.uidog inyectados—

2a estos nátodos we inyecta lntradjíónstlctmonte en animales. sus —
I *

pensiones de colorantes ( tinte chlna,hetio¿lobina,etc« ) , tanto solas — 
cono adicionadas de hlaluronldesa, observando el incremento da la velo 
ddad de difusión del colorante en presenda do la So asplaan
conejos albinos, inyectando en cada uno do los coatados, prevísnente * 
depilados la oolución testigo y la que contieno la hlaluronidaoa pro— 
hiena respectivamente! luego ae repite la eaperionda usando cierta — 
cantidad dol fermento puro—

31) Métodos viacoBÍnétrleog«~
Sotan basados, en quo la viscosidad do una solución de ácido hia 

lurónico disminuye con la adición de hlaluronddasa, cono consecuencia 
de la sedán hidrolizante de ésta sobro aquél»*»

3n este hecho se baca el nétodo propuesto por l.’aidinaveltda y — 
Qulbdl (6j)i el de Me deán y Ikilo (64)} y el de Schwonk citado por 
Soltraílo (65)—

Unidad reduotora de viscosidad (V B V ), es la cantidad de blalu 
rouidasa, que reduce en un 50$ la viscosidad relativa inicial de una 
solución tipo de ácido hlolúródco, a loa 20 ninutos y en condiciones 
exactamente dofinidas.—

Soldi A. y Schiafani 1. (60) utilizan también el nótodo vi seo simé­
trico » empleando cono substráete tsudns de cordón umbilical humano»y 
operando con el viacoaíaetro de Cstwald mantenido en un baEo a 37,5^0. 
tarado a 1Q velocidad de difusión do 6 segundos paro 1,5 de agua desti 
lada. Aúbptan como unidad standard , la actividad de hlaluronidtiss que 
disuelta en suero fisiológico a diversas diliciones, partiendo de la * 
minina de 1 en 10.000, y agregada en la proporción de 1/10 dél Vola * 
man a una solución de nudas de eonoantradón de 0,75$, laotónica **
por agro&kdo de cloruro de sodio, reduce la vi boo ai dad inicial dol •— 
substráete en un 50£ on 10 minutoo»*

33) Métodos basado» en fenómeno» do turbideg—

Consisten en apreciar la dianinudón de la túrbidos do detemd,na>-
I

da cantidad de ácido hlalurónico, en suero sanguíneo acidificado, des» 
p»és de la adición de la hialuronldaoa»*»

Se ha eotabloddo la unidad roductora do túrbidos ( tj H 2 ) o »



de
(J 2 U ) (turbldity redudng tmit), que es la cuntidad/hlaluronidasa 
que reduce «1 enturbiaaiento producido por 0,20 ng*  de hialuronato da 
potado aa suero da caballpaddiflcado, ni grado da anturblnaicnto px# 
ducido par 0,10 ng» da hialuronat» da potasio, o sea n la altad* —

•*
43) Cátodos bn&ndoa en la formeian dn nzSryirea reduotoreg<w

*

Rogera (C6), en 1948 dotorolna los azúcares reductores, que £eb¿ 
do a la acolan de la hieluronidoaa quedan on libertad por deqpollneris»- 
dón del ácido hialuránioo, que cono »e sabe es/polisacárido* —

Xa unidad do azúcares reductores (ü.A.E.) es la cantidad de hlalu- 
ronldasa necesaria para liberar 1 ng« de azúcares reductores, detexcd— 
na do o ibionétrioaaente y operando en condiciones definidas* — 
, los nétodos nos usados bosta ahora son los turki diñétríeos y los 
viscosimétricos* —

Añil endones* —

SI poder inílitmtivo de In hinluronidasa, haca que sea un vall£ 
t» coadyuvante que permite una nplicadón más oficaz y bcnafldosa de» 
algunos agentes terapéuticos* —

Voy a dtar bravamente loa principales usos a que so ha destinado 
la Mnluronidasó**

1 — Hipo tierno cli ai «* —

Xa ídpodensediala candóte en Xa'lnyecaión subcutáneo de gran­
des santidades do líquido, para el restablodnionto del balance acuoso,- 
aplicable n enfermos cuyas venas son pequeras u ocultas para la inyeo- 
dón, -y espednlccEonta a los nlBos.—

Sato método tiene el itnsonvenicnte, quo al ndduiatrar un volumen 
grande de líquido, es produce una hinchazón doloroso con distensión — 
de los tejidos» lo que provoca nolastiao al paciente*  Sajo la influen­
cia de la hlaluronidasa» la di/fuzion da loe líquidos lnyoctndos se ho^ 
ce con nós regidos» la reabsorción as ras sápida» de nodo que les líqui 
dos no so acumulan en ol sitio do la inyección, hay menos tonoión den­
tro de los tojidos y por consiguiente aeras dolor*»

noldl y Sohifhni X*(60)  realizaron experiencias, tarando dos pun. 
tos alcétríeos de la cara externa do los nucios» o inyectando subcutá» 
neníente dos agujas hipaderalcas del alono calibre» conectadas per dos 
tubos de cora de igual diámetro Interno» n dos frascos idénticos con — 
las soluciones a inyectar y puestos al nisno nivel*  Xa solución da lila» 
luronldasa la agregaban n uno de loo fraseos» e iniciaban la difusión 
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del líquido ni alano tiempo en nabos lodo 6. Comprobaron que 61 tiempo » 
necesario para el vaolado do los fraaooa era mucho nóa bravo (senos de 
la altad) del lado tratado con hlaluronidasa { al final do la o^perien» 
ola, ol nualo oin el factor difusor aparoaía con un edtm duro»? tonao, 
mientras que ol nualo tratado con la hlaluronidasa ao presentaba unlftor» 
manante inhibido de líquido en vna vasta suyerficia alrededor del sitio 
do la inyección; el paciente noto aimpre anaencla de dolor del lado — 
tratado con hlaluronidnan, exceptuando un ligero ardor y tensión itrf 

Resultados semejantes han obtenido otros investigadores— 
la nplloaoión de hinluronldaaa en la hlpodermocUals es sencilla 

y no requiero preparaciones conplicadas ni personal espednlsante prepn 
redo: so elige la cara extorna del nualo o la pared abdominal» se ea^i*  
ea la elisia dejando pasar 5 a 10 mi. dol líquido antes de agregar la —■ 
hlaluronidasa, do la cual se prepara previamente una soluaton de 150 
2 R U «ni ml.de agua esterilizada, y se inyecta esta solución al tubo 
de gusa 2 en. encina do su unión oon ln aguja. Rospuéa no p emita el 
flujo libra del líquido.»

2 » Adninlotración de drogas.»

m las inyecciones subcutáneas de vaxina drogas, la hlaluronidasa 
actúa de la misma ñañara cono en la hípoderaodisio.»

Pueda ndainlstrarsa junto con la penicilina y estreptomicina en 
el tratamiento do ciertas enfermedades crónicas; con la nmlnoflllna en 
inyección gota por gota en el tratan!sato del estado asmático; asociada 
con el plasma en pediatría, óte­

3 * üso radiográfico.*

la hlaluronidasa facilita y acelera la reabsorción da loa medios 
de contrasto, cuando oe administran subcutáneamente (casos de nenas en 
malas condiciones o nl£oo do certa odad ) —

Los plelogramns reoultnn tan satisfactorio a cono ai ol medio de — 
oontraóto so inyectara en la vena, si sa administra una inyección snbcu 
túnea de hialcronidasa previo a la inyección del medio da oontreate(ól)

4 * Auxiliar en la cnestoaía local «•

La híaluronidasa ee un poderoso auxiliar en la anastasia locales 
que facilita ln técnica dol bloqueo dol norrio sin necesidad de Inyac * 
tar directamente en él. Reta aplicación surgió de las experiencias rea 
Usadas por Koorel por Tcuaing y por Klrb, Lchonoff y Xooty (citas bi­
bliográficas consignadas por Torree y Alonso *61*)  •*

ml.de


Ctaa acacia da la prora£ns*bialuronidasB-qplnofirlnB,  «arta en uso 
para la anostoaia regional en la cirugía dental y general. la nezcla 
altada da resultado o satiafaotorloo por bu actuación rápida * par bu dj 
molón prolon&uia y por bu profundidad.—

< Sd os agrega hieluronidasa a la pro caí na o ponto caína, estos nnes 
téaiooa (pmsnon profundidad, poro ol ti sapo do la unostosin de loa nía- 
non ae roluca on un 50jS ■ l’cro al ni nlono tiaopo as agrega un vnso_oong 
trictor (opinafrinn), «¿L ttonpo da la onooteoia aunante on un SOjí. £L vj 
ooucn3trictor dionln^ye la reabsorción , paro no la infiltración.—

Quienes han estudiado asta aplicación do la hialurcnidasa, esto—*
blocao que la aplnofrina prolonga el tierno da la anestesia y profundi­
za la infiltración al retardar la reabsorción acelerada por la bialuro. 
aidasa, mientras que la hialuronidat», acelera la inicio don de la en«3 
tesis y amata la difusión tonto de la proenína cono de la spinofrtna

3sto triple cósela sa ha usado ya con buenos resultados para op¿ 
raciones oculares, y para la anestesia local en tonoilecton&u—

Smbién on obstetricia se ha ensayado la anestesia con agredido — 
de hialuronidixsa, pora aumentar la eficacia del bloqueo del nervio pu — 
dendul .-

5 — Otras nnlimclonaa.—

Xa hlaluronidasa ha oido indicada para él tratamiento del nixede- 
na localizado, que se puado Oaclprar después do la tiroldeatonía, y qu< 
se manifiesto por la ajar!cien do placas edemtooaij (67). Xa sustancia 
cemilíquida albuminosa, dol nlxedesa localizado oe parecida al ácido — 
hlnluránico, ol cual se desintegra por la hlaluronidasa. Sota bocho in­
dujo a tratar estos placas con dicha enzima. las placas dasaparafticon la 
inyección do hlaluronidasa, pero vuelven a aparecer al suspender el tzg 
tañíento.—

También parece eator indicada en él tratamiento de einovitia, — 
donde si bien no peralto vna completo curación, parece eliminar Huchas - 
oolostlno (61).-

torros y Alonso citan también las experiencias realizadas por Ba - A
rins,cobre la acción dé esta entina cobro los cálculos urinarios, quien 
comprobó, que ostoc eran disgregados ( in vitro ), per él fomento en el 
tiempo náxLeo de una hora.—

Xa falto de toxicidad do esto enzlm y sua interesantes propicia - 
dos, ofrecen un Interesante campo de experinonto^ón, para su aplicación 
en medicina.-



122

- • TrtrnTw^TACTon . -

A) Obtención do ln enxinn.—

Fué utilizado el método do Slioeman M.E,, Anderson £,, GbcrgSt» y 
Porftan A. (63) con alguna» xaodificaaionea.—

So parte do testículo- de toro consolado (10 Kg.)que una ves dos-
t

congelado pnreialiiento, deucapaullido, aa pica y se extrae con un volumen 
igual a su peso de ácido acético 3 0,1*  Se deja en contacto con aflta — 
clon durante 24 {joras, en cámaras frían, a una, temperatura menor de 54C« 

Se filtra con pasta de pa^el, y elrcsíduo se vuelvo a extraer con 
ácido acético H 0,1 • ¿ate nuevo extractivo so filtra, reuniendo el fil­
trado con el obtenido anteriormente.—

Al líquido filtrado en frío, se le agregan 212 gr. de sulfato de 
ononio por cada litro de solucLÓnt se deja reposar dóa horas en la hala— 
ders, se filtra» SL precipitado so deseché

Al líquido filtrado so le agrega sulfato de amonio, en cantidad su 
fiel ente pura: el&Var- su concentración hasta 42£ | ce deja en la peladera 
24 horas, se centrifuga y se separa el precipitado qus as disuelve en 
cantidad suficiente do agua destilada, y se dlhliza hasta oliiainación — 
total de sulfates, La diálisis se conduce con agua bolada y so mantiene•*>
el líquido a una temperatura menor do 5¿<3., Turante la diálisis se pro­
duce un precipitado qüe ce sofera por filtración y so desecha,

El líquido dializado se precipita nuevamente con sulfato de amonio 
a una concentración del 20^ ; se separa ose precipitada por filtración y
ee desecho.» ,

Al líquido obtenido se le agregu sulfato de anonio hasta una con­
centración del 21 precipitado obtenido, so ao-jm, se disuelve en — 
agua destilada y ee dialisa en las condicionéis condonadas nnteriomoite

£L líquido dial izado (aproxinaloaente 200 rl.} se filtra por bu — 
jía esterilizante, so coloca en el balón P ( de >C0nl. ) del Squlpo n*  
4, previamente cnteriliz-do, y «o llofillza asépticamente; luego ee re­
parte en eapollns carradas a la lliuan para su conservación en la helado- 
rn.- 

3) Valoración do la hialuronidnsa obtenida.—

Tuó utilizado el neto do turbldlisótrico de íolkndorf, Cready 5,, Me 
Cullegh y Ocbweak, (69), cuyo fun&uncnto censista en apreciar la disnlnu 
don de la turbidex*  de deternlnn&v.-i cantidad da acido hinluronioo>en 
anexo sanguíneo acidificado*  deopuáo de la adición de la hlaluronldaea«

14) Preparación de ao^uoioneo otoka>*>
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a) 3a atan dM buTfarc*  m&boo hachos da loe oi^ulantoo aolucioncs otoka

Acetato da «odio 0*5  M ( 63*04  ¿«por nil.) 
Acido acético 0*5  M ( ¿0*02  £«por mil.)
Acetato buffern 0.1 M a pH 6,0

Se prepara coubliusldo:

Acatato de codlo 0*5  37 ni»
Acido acético 0*5  3 *•
Cloruro do sodio 4*384  fír<
Agua destilada hasta 500 tal.

Dato da una cohoentradon o*15  da cloruro de aodlo.—
V-

A 00tato btlffOT 0.5 l?4

3» prepara combinando!

Acatato de sodio 0,5 M. ........... 130 ni.
Acido acotloo 0,5 M. «•«••...••.•. 370 al.

21 pH. da loa buffets debe sor controlado frecusntamsnte y ajustado sí 
fuera necesario.»

b) Hialuronato <le potasio—
Se disuelve eh la solución da acetato buffer 0,1 K. a pH. 6,0
Se emplean en general 0,4 rag» per mil.—
Se guarda a 540,» y bo calienta a la temperatura ambiente antes 4 

del uso. Tuede quedar a 5^3. sin cambios durante dos semanas.»

c) Hinluroaidasa»—

Se disuelvo a la tenperatusu ambienta on acetato-cloruro de sodio 
buffer a pH» 6,0

Se «liga la ccncentradón do nxuicm que 1 ni. contengo S unida —
t

des uproxlnoilaaente»-
Xa solución de anaína ao usa ixnediatsanente después de hedja.—

d) Solución de protoím acidificada.—

Se prepara diluyendo plasmo. hráono 1 en 10, con acetato buffer 
0,5 Sí. a pH 4,2 y ajustando luego a pS 3,1 oon aducios 4 H» de ácido 
olorhídrloo.—

Kjtn. solución se coloca en por ai ene o de 50 nL. en tubos de 25 x
* *

4

200 na1.— lotos tubos so colocan en baCo María hirriente. Cuando el — 
plaaaa llega a la temperatura de equilibrio (99^0») se deja en al bafio 
¡Enría 30 niñatos. Se sacan iansdlntnnento y se enfrían a la teraperatun
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sabiente por SnnersiiSn on agua helnda.-
K1 placan ao conserva al frío por lo nanos do» sentinas»-» 

aa) Incubndóndelnubatrncto y lo encina.-

So usan on coda ensayo «loto tubos del colorínotro Klett Sunerson

Jubo Solución súbstrnato 
hialuronato

Solución buffer 
pH. 6,0

Solución enziod 
binluronidasa

1 0,50 ni. 0,50 al. —
2 0,25 * 0,75 * —
3 0,50 * - — o,5o m.
4 0,50 • 0,10 * 0,40 al.
5 0,50 * 0,20 • 0,30 •
6 0,50 • 0,30 • 0,20 *
7 0,50 • .0,40 " 0,10 •

Se nezdnn loa tubos, ae «zaergén en un baño a 37,5^0. durante — 
30 sinutos» rara innotivar la enairaa luego, se emergen los tubos a 60*  
C. durante 10 ninutoo • Luego se enfrlnn a la tenperatura anbiento por 
corriente de agua •—

Cono resta general no se en3nynn(náes)náa de tres fraccionae de 
enzina por vez Junto con loe ensayos en blanco ( 17 tubos)»»

3») desarrollo do la turbidez^—

A cada tubo se ngregon*
3 al» do solución acetato buffer a pH» 4,2
1 al» de pinera» acidificado»-*

21 contenido do cada tubo oe nozdn y se deja en reposo a la teta» 
perutura sabiente 30 ninutoa»—

la turbidez se loe al colorínetro fotoeléctrico de Klott Sunerson 
con filtro azul»—

Xa lectura 0 del aparato se coloca con un tubo conteniendo*
1 ni. de soludL ón buffer a pll. 6,0
3 ni. de solución buffer a pH» 4,2
1 ni. de plnsm acidificado.—

Todos loo tubos oon anunerndos, y su nbnorción que eo variable se 
determina con la alano nozcla que so usa para doteminar el 0 del apor^, 
to.—

Para la lectura O solanente tubos con absorción 0 so utilizan.» 
Xas lecturas de los 17 tubos en el ensayo, son corregidas a abeo£ e

dón 0.



<■•) nétodo de cálculo —

Xas laoturaa corragidaa da túrbidas son llavndaa a un gráfico — 
frente a la concantraalón da la anaína • 3a obtiene caí una línea recta*
desda que el instrumento ELatt tiono una calibración losnxítHlos»- 

la concentración de onzina correspondiente a la túrbidas del nao 
bajo de loa blancos (tubo 2) aa lee frente al gráfieo. Lato indica la 
cantidad de ansian conteniendo una unidad reductor» da túrbidas (turki- 
di ty redudng unlt o t.r«u»)

Turbiditr Redudng Tfriit (T.R.O.) a En la cantidad da cnzina qus — 
reduce la túrbidas producida por 0v2ng« de ácido hialuránico a la que — 
producen 0,1 ng. de acido hinlurónico* —

Resultado

n, ensayo da la hialuronidaan obtenida acusó unn actividad de 3O»8T»R*Ü<  
por ng, de polvo,—

C) Conservación de ln hialuronldftSfU—

14) Se estudia la pérdida de actividad de la ensina al estado do 
solución , mantenida a 4^C. en la heladera» y en la estufa a 374C«t

Se prepara una solución acuosa a pü» 6,0 en solución buffer de la 
hinluroaidnea que contiena 39,8 T.2.V.' por ng, de polvoJ la solución ae 
prepara en concentración de 20 mg, de polvo por 100 ni. de solución.—

ttaa parte de la solución so conserva a 4<3C. en la halad era, y la - 
otra en la estufa a 37-2 c«-

A las 24 horas se observa que la solución conservada en la estufa 
presenta un precipitado floculóse, que con el tlaapo se hace nás cride» 
te. Xas determinaciones en esta solución se efectúan previa filtraclón~-

2®) Se observan los efectos do ln esterilización a 1203 c. sobre - 
la hlaturonldasa en polvo»

Se soaote la onjdna n calentamiento en estufa a 12030, durante He­
día hora, luego se disuelva on la solución acuosa buffer a pH. 6,0 , en 
la nlsoa forna que en tiL caco anterior y se valora.—

>1) Se estudia la estabilidad da la onzina obtenida, conservada al 
estado de polvo liofilizado, en anpollao cerradas al vado, y nantenl — 
das en la heladera a 4-2 C.»

Oon tal objeto se efectúa una valoración dél polvo lifllizado ca­
la 15 días durante seis Beses • Tara ello se disuelven 20 ng.de polvo en 
100 ni, do la solución buffer a pH. 6,0 y so valora «n la forna indicada

ng.de
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apeultadoa
los resultados obtonidoa expresados <m unidades T.B.U. por ng»de 

polvo so detallan en ol cuadro si guíentei
Se lnioian las experiencias el 9/IV/52 •—

9/IV/52 actividad 39.8 T.a.ü. por ag. da polvo (valor prosodia)

Solución n 4-C Solución a 37<2C» Polvo eáte Polvo llofl—

10/IV/52 36.5 19,2

rilizndo-ñ 
120^0.

21.5

11;5Mo<42C. )

n/rv/52 35,7 16 —-
12/XV/52 35,7 15,6 —
12/IV/52 35.7 12,9 —
17/IV/52 21,7 nonos da 10 —
24/IV/52 — — — 39,8
9/7/52 —- — — 39,8

24/7/52 — — — 39,8
9/VT/52 — — — 39,8

23/71/52 — — 39,5
8/7X1/52 — — — 39,5

23/711/52 — — 39,2
9/VIX/52 —— —• 39,2
10/13/52 — —. 39,2
10/X /52 — — 39,1.

Con elucione s

Ia) la hlaluronidasa conservada en solución acuosa a 4&C» en 3a 
peladera, pierda su actividad progrosivanente, y esta pérdida alcanza 

a un 30jS al cabo de 8 días.—
2i) La hlaluronidasa sostenida ol estado líquido a 37*G>  pierde 

rapidaneate au actividad» y si cabo do 8 días su título hn dicrainuído 
aáa del 70# •—

3^) La hlaluronidasa pierde el 50# de su actividad por. esterili­
zación a 12020. durante raedla hora.—

4*)  Xa hlaluronidasa secada por liofllización y nnntaiida al ej[
todo de polvo, on ampollas cerradas ol vacío, a la temperatura de 4*C.  
en la heladera, contiene su título durante un período de 6 raeses.—
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- -. ? o w.ojijmo o q * -

14) las leches en polvo, obtenida» por el nato do de desecaodjn 
por ldofilizacián, son de nuy bftena calidad. Son muy solubles en agua 
y cunado se reconstituyen originan un producto eenojante a la leche — 
prinitivn de la cual ee partió, con un olor y sabor agradables» Sus 003 
ponentes quiñi eos, aún los raáo sensibles, cono las enzimo y la vitsai 
na C, no sufren oltornoione» insportonteo durante el procono. Conserva» 
das en recipientes de vidrio con exclusión del aire y a la temperatura 
sabiente, nanticnen sus propiedades durante un período de un afo oono 
mínimo.—

2A) Loa jugos de naranja, obtenidos por el método de desecación 
por liofllisación, son muy solubles en agua, y cuando se reconstituyen 
se obtienen jugos con tan olor y sabor agradables, aunque al©» mas ate­
nuados que el do los jugps frescos.’X-jrtonldos on la halad ara, en reci­
pientes de vidrio cerrados al vacío, conservan sus propiedades durante 
un período de dos oEos por lo menos. Xa vitamina C no se destruye di>— 
xunte el proceso. 2n los jugos conservados a la tenperatura ambiente, t 
la vitamina <2 ol cabo da un afio# mantiene el 70^ de su actividad. xn 
los ju©>s Homínidos conservados en la haladexu,la vitamina C al ca­
bo de un nfio,xHUitlcno el 80$ de su actividad y n los dos tifio s el 675».-

31) La albúmina do huevo desecada por liofllisaclon, no sufre 
toradonea físicas y químicas uprodablea, y os perfeotnoai te soluble 
en agua.»

44) So confirma que él complemento de suero de cobayo, liofillza 
do ccn ol agrando previo de una solución estabilizante, y envasado en 
ampollas da vidrio cerradas al vacío en la heladora, mantiene su aot¿ 
vidad al cabo de un a£o.»

Sn loo sueros luúticos desocados por liofillzadpn, conserva 
dos en la heladora en ampolla» dawidrio cerradas ni vncáo, los anti­
cuerpo a olfllítioo» se mantiene! r»l cabo de un^ nfio con un descanso mí­
nimo. de su actividad.»

&4) Zas enzima» del páncreas (nnUaaa y tripsina) no se destru­
yen durante el proceso de defecación por liofilizadon. Los polvos de 
páncreas que se obtlenenpor lioflliz «.dón, tienen una actividad enrí 
nática, cuyo título o» aproximadamente dos veoes neyor que él exigido 
por la Taroacopea Argentina » IH Sdiclón.»

74) las hormonas responsables de la actividad odtodaa de los 
extractos de lóbulo posterior de hipófisis, no ee destruyen durante la 
dssecad&xí por el nétodo do llofiliznción. Los extractos de lóbulo — 
posterior de hipófisis desocados por lloflllzadón,mantenidos en la hj 
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ladera, en espolias de vidrio oerradas ol vacío, conserven stt activi­
dad , sin ninguna variación , durante un período de un aso.—

’ ’ , *
83) los gLucoaldoo digltálioos no mitren ninguna nlteradon apq 

ólable por loa nétodos biológicos, durante la deaecaclóhpor el nétodo 
do liofllitaaión • los polvos obtenidos por liofllisnción » a partirá! 
1m Infusiones preparadas con polvo do hojas do digital,oontcnldoe en 
la heladera, en recipientes de vidrio terrados al vacío, mantienen ln 
ao ti vi dad de sus glucósidos digi tálleos después da un período de 2 aEoe

53) Xa hialuronidaaa conobrvada on solución acuooa n 4&C. en la 
heladera, pierde su actividad progreálvononts, y ésta pérdida alcansa 
a un al cabo de ocho días.—

103) Xa hioluronidasa, mantenida al estado líquido a 3730.,pier­
de rápidanente eu actividad , y al cabo da 8 días su título ha dlsoi- 
nuído raáa del 7©X*''

113) Xa hloluronidasa pierde el 50jí da su' actividad por esteri­
lización a 1203c.—

123) la. por liofllizacion, y nantenida al 
estado de polvo, en ampollas de vidrio cerrados al vacío, a la tempe­
ratura de 43C¿ en la heladera, mantiene su título durante un período - 
mínimo de oalo ¡sosos.—
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