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LioriLizagAo: CIENCIA OU ARTE?

Resumo

Podemos definir liofilizagdo como um processo de estabilizagdo, no qual uma substancia
¢ previamente congelada e entdo a quantidade de solvente (geralmente 4gua) ¢ reduzida,
primeiro por sublimagdo e posteriormente por dessor¢ao, para valores tais que impegam
atividade biologica e reagdes quimicas. A liofilizagdo tem sido usada ha varias décadas
em escala industrial para a estabilizacdo de numerosos produtos, muitos dos quais de
origem bioldgica. Embora métodos alternativos estejam disponiveis para este proposito,
a liofilizac¢do freqiientemente é o método de escolha para a desidratagdo de farmacos,
vacinas, produtos de biotecnologia e diagnodstico, devido as vantagens oferecidas em
termos de estabilidade térmica e retencdo de atividade, durante o processo e durante o
subseqiiente armazenamento do produto liofilizado. Apesar de seu uso extenso, muitos
equivocos ainda cercam o processo, inclusive a convic¢do de que a liofilizagdo ¢ uma
técnica simples que pode ser aplicada a qualquer produto que requer secagem. Além
disso, muitas consideragdes tratam o processo como uma arte ao invés de uma ciéncia.

Palavra chave: liofilizacao

Abstract

The freeze-drying (lyophilization) process is defined as a stabilizing process in which a
substance is first frozen and then the quantity of the solvent (generally water) is reduced,
first by sublimation and then desorption to values that will no longer support bilological
activity or chemical reactions. Freeze-drying has been used for several decades on an
industrial scale for the stabilization of numerous products, many of which are of biological
origin. Although alternative methods are available for this purpose, freeze-drying often
remains the method of choice for the dehydration of pharmaceuticals, vaccines, diagnostics
and biotechnology products, due to the advantages it can offer in terms of thermal stability
and retention of activity, both during the process itself and during subsequent storage
of the freeze-dried product. In spite of its extended use, many misunderstandings still
surrounded the process, besides the conviction that the freeze-drying is a simple technique
that can be applied to any product that request drying. Perhaps the most general mistake
made regarding the lyophilization process is its treatment as an art rather than a science.
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Introducao

Congelamento e subseqiiente secagem no estado congelado sdo fendmenos bem conhecidos
desde tempos remotos. E do conhecimento de todos que em tempos de inverno, a neve
poderia desaparecer da terra, sem derreter, por sublimacao direta sob calor radiante. A
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civilizagdo Inca, nos picos superiores do reino montanhoso, secava alimentos, ao sol, sob
pressdo atmosférica reduzida. Porém, s6 por volta do Século XX Altman e Gersh, fizeram
uso desta técnica para a preparacdo de amostras bioldgicas para microscopia, dando, entao,
uma aplicagdo potencial para as experiéncias basicas de Bordas e d’ Arsonval (1906).

A liofilizagdo permaneceu um assunto confidencial até a Segunda Guerra Mundial.
S6 entdo, tornou-se uma pratica corrente quando, Earl Flosdorf nos E.U.A., Ronald
Greaves na Inglaterra e Francois Henaff na Franga, prepararam os primeiros lotes de
plasma sanguineo liofilizado para o tratamento de vitimas em campos de batalha. Na
ocasido, Earl Flosdorf, considerando que esta técnica pdde preparar um sélido altamente
soluvel, chamou o processo de liofilizagdo, do grego, “amigo de solvente”.

Quase ao mesmo tempo, na Inglaterra, Ernst Chain, entendeu que este novo processo
seria 0 modo ideal para estabilizar produtos bioquimicos frageis, como o que ele
havia isolado, a Penicilina. Este era o real comego do desenvolvimento prodigioso de
antibidticos, uma, se nao, a principal das contribui¢cdes mais significantes da ciéncia para
género humano. O Prémio Nobel foi dado a Ernst Chain em 1945.

Nos anos seguintes, extratos de tecido, horménios, esteroides, ossos e fascia para
cirurgias de reparagdo e reconstru¢do e muitas outras substancias ativas instaveis, foram
preparadas através da liofilizagdo; inclusive soros e vacinas, um campo crucial no qual
Charles Mérieux abriu caminho.

A liofilizacdo ainda ¢ tratada por muitos como uma arte. O vidro foi tratado como
um tipo de arte por milhares de anos depois de sua descoberta e s6 na segunda metade
do século passado ocorreu a transi¢do para ciéncia. Devido a ciéncia, principalmente
a mecanica quantica, computadores produzidos ha vinte anos quando comparados aos
sistemas atuais, fazem-nos parecer da idade da pedra. Para que a liofilizacao faga tal salto
em tecnologia dependera principalmente de avangos em métodos analiticos térmicos.
Contudo, convém frisar que, se consome menos tempo e esforco para desenvolver um
processo de liofilizacdo, para um determinado produto, pelo uso de principios cientificos
do que por tentativa e erro.

Definicao.

Ha muitas defini¢Oes alternativas, a maioria delas incompletas para definir liofilizagdo.
Operacionalmente poderiamos definir o processo como um método controlavel de desidratar
materiais labeis, freqiientemente de origem biologica, atraves da dessecagao sob pressao reduzida.
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Tecnicamente a liofilizagdo pode ser descrita como:

1. Resfriamento da amostra;
2. Conversdo da agua congelavel em gelo;
3. Congelamento eutético de componentes cristalizaveis;

4. Persisténcia de uma matriz amorfa composta de solutos ndo cristalizaveis ¢ umidade
ndo congelavel;

5. Sublimagdo do gelo sob pressdo reduzida;
6. “Evapora¢do” da agua da matriz amorfa;

7. Dessor¢ao da umidade remanescente na matriz aparentemente seca.

O diagrama de fases da agua (figura 1) representa um papel chave no processo de
liofilizagdo. E uma representagdo grafica das propriedades da agua em termos de duas
variaveis intensivas, pressdo e temperatura. O diagrama mostra as regides onde as
fases soélida, liquida e vapor estdo presentes. A interse¢do das trés linhas ocorre a uma
temperatura de 0,0098°C e uma pressao de 4,58 mmHg, o chamado ponto triplo. Neste
ponto, todas as trés fases da agua coexistem. Se fornecermos calor a um material em
condigdes abaixo do ponto triplo, a 4gua contida neste produto passara diretamente do
estado sélido ao de vapor, sublimando. E nestas condigdes que ocorre a liofilizago, porém
convém mencionar, que no processo de liofilizagdo, a temperatura do produto congelado
deve ser mantida bem abaixo de 0°C.

A liofilizacdo apresenta varias vantagens ao competir com outros processos de
desidratacdo. A baixa temperatura mantida durante todo o processo, evita qualquer
alteragdo quimica das substancias sensiveis ao calor e umidade. Por este motivo, um
produto seco por esta técnica mantém inalteravel a sua composi¢do quimica original, a
sua atividade terap€utica e outras propriedades caracteristicas. Se for acondicionado e
armazenado convenientemente, podera manter-se sem alteragdo por um longo periodo.
Os produtos liofilizados apresentam facilidade na reconstituicdo devido a estrutura porosa
deixada pela saida da agua. Isto garante a reproducao fiel do produto original uma vez em
contato com a fase liquida primitiva. A liofilizagdo reduz a tendéncia que certos produtos
tém para aglomerarem quando dessecados por outras técnicas, além de reduzir também a
perda de constituintes volateis.
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Figura 1. Diagrama de fases da agua
Fonte: Elaboragio propria

Que tipos de produtos sao liofilizados?

1. Nao-biologicos, onde o processo € usado para desidratar ou concentrar reativos ou
substancias quimicas sensiveis ao calor.

2. Bio-produtos ndo vivos, esta compreende a principal area de aplicagéo e inclui:

a)

b)

c)
d)

0ss0s ¢ outros tecidos do corpo para uso cirurgico ou médico;
alimentos, onde propriedades organolépticas sdo importantes;

bio-produtos uteis industrialmente.

enzimas, hormdnios, antibidticos, vitaminas, hemo-derivados, anticorpos,
vacinas inativadas, etc. Este sub-grupo inclui fArmacos que podem ser usados
para diagndstico e terapéutica;

3. Organismos vivos, onde células reconstituidas depois da secagem devem poder
crescer e multiplicar-se para produzir nova progénie. Exemplos incluem bactérias e
fungos usados como culturas de semente ou vacinas virdticas atenuadas.

4. Usos diversos: livros danificados por inundagdes, artefatos de museu, etc.
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Ha equipamentos de liofilizacdo de diversos modelos para as mais diferentes
aplicacdes. A figura 2 mostra um esquema geral de um liofilizador industrial. Basicamente
consta de quatro partes: uma camara de secagem, um condensador, uma bomba de vacuo e
um compressor. A camara de secagem lembra um armario com varias prateleiras, destinadas
a receberem o material a secar. E construida de forma a suportar as pressdes negativas de
operacao e possui uma porta que fecha hermeticamente, através da qual se faz a carga e
descarga do equipamento. A camara de secagem esta diretamente ligada ao condensador
e este, por sua vez, a bomba de vacuo. O condensador opera a temperaturas abaixo de
-40°C, dependendo dos obstaculos que o vapor encontra para atingir o condensador. A
temperatura da superficie do condensador deve ser mantida em valores tais que a pressao
de vapor do gelo esteja bem abaixo da pressdo total na camara. Quanto maior for o
gradiente de temperatura entre o produto e o condensador maior sera a velocidade de
secagem. O calor deve ser fornecido ao material através do aquecimento das placas por
um fluido circulante ou por resisténcia elétrica. A razéo de remogdo da umidade depende
da taxa de fornecimento de calor ao produto. Portanto, depende da condutividade térmica
do material bem como da sua espessura.

condensador
compressor
—
camara de bomba de
sacagem vacuo

Figura 2. Esquema geral de um liofilizador
Fonte: Elaboracao propria

As trés etapas do processo de liofilizagdo, congelamento, secagem primaria e secagem
secundaria sdo criticas. A determinacdo correta dos pardmetros que envolvem estas fases
sdo de fundamental importancia e da sua correta manipulacdo depende a qualidade do
produto final.
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Congelamento inicial.

Durante o congelamento de uma solucdo, a agua transforma-se em gelo, num variado,
porém, alto grau de pureza. Os constituintes ndo aquosos sdo concentrados em uma
pequena quantidade de dgua. A figura 3 representa as relagdes de equilibrio liquido so6lido
entre a agua ¢ um sal a diferentes concentragdes e temperaturas. Em uma solugdo cuja
concentracao esta situada a esquerda do ponto eutético (temperatura de solidificagao total),
a medida que se reduz a temperatura, ocorre a separacao do gelo e a solugdo remanescente
torna-se cada vez mais concentrada, até atingir a concentragdo eutética. Uma solucdo a
direita do ponto eutético precipita o sal a medida que ocorre o resfriamento e torna-se cada
vez mais diluida até atingir a concentragao eutética.

Defini¢ao de ponto eutético

Ti
§ solucio
E Gelo + Sal + solucao
2 solucio saturada
]
s Top—-—-—-—-=-=—=—=-==" -~~~ ~———~— =~ =1
= [
£ | Ponto
= | eutético
|
|
Gelo +Isal (solido)
100% agua x% 4gua 0% agua
0% sal y% sal 100% sal

Concentracao (%)

Figura 3. Diagrama de equilibrio so6lido-liquido
Fonte: Elaboracao propria

Para um material ser congelado, de forma que a liofilizag8o possa ocorrer, deve haver uma
mudanga de fase envolvendo o solvente. Se o solvente ¢ agua, entdo devem ser formados cristais
de gelo. A formagao desses cristais de gelo resultam na separagao do soluto do solvente. Os solutos
sdo entdo confinados a uma localizagdo conhecida como a regido intersticial da matriz. Essa regido
intersticial ndo sé tem que conter os solutos da formulagdo original, mas, também uma quantidade
pequena de agua que ndo cristalizou. A temperatura na qual a mobilidade da agua intersticial fica
significante € definida como a temperatura de colapso e dependera da natureza dos solutos.
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A determinagdo precisa do ponto eutético de um determinado material é de grande
importancia. Constitui o limite térmico superior a ndo ultrapassar durante a liofilizagdo,
descartando assim o risco de provocar o fendmeno do colapso, que ¢ uma alteracao
estrutural perceptivel como um encolhimento radial da matriz s6lida do liofilizado. A

causa desse encolhimento ¢ atribuida a uma redugao da viscosidade.

Produtos que no congelamento ndo formam eutético, e sim matrizes altamente
viscosas ¢ amorfas, ndo sofrem transi¢cdes de fases definidas, mas podem fluir em fungéo
da temperatura e umidade, devido a redugao da viscosidade.

Secagem primaria.

Quando a temperatura e pressdo requeridas sdo atingidas no condensador e cdmara
respectivamente, inicia-se a secagem primdria. A temperatura de placa ¢ aumentada de
tal forma que a sublimacdo do gelo possa ocorrer na matriz do produto. A temperatura do
produto ¢ entdo diminuida para assegurar uma matriz completamente congelada ao longo de
todo o processo de secagem primaria. Em um caso ideal, a temperatura do produto, durante
o0 processo de secagem primdria, serd diretamente dependente da temperatura de placa e
da pressdo na camara, isto €, o nimero de graus de liberdade da temperatura do produto
se aproximara de zero. Conseqiientemente para manter uma determinada temperatura do
produto ndo ¢é possivel mudar a pressao na cdmara sem a compensagdo de uma mudanca
na temperatura de placa. O final da secagem primaria pode ser constatado pelo aumento da
temperatura do produto, num valor proximo a do ambiente o que equivaleria pela observagdo
visual, ao desaparecimento da interface entre a camada seca e a camada congelada.

Secagem secundaria.

Apos a secagem primaria, prossegue-se com a evaporacao da dgua remanescente por um
periodo em geral de 30% a 50% do tempo gasto na primeira fase. O processo de secagem
secundaria serve para diminuir o contetido de umidade residual no bolo formado pelo
produto, de tal forma que ja ndo havera crescimento bioldgico ou reagdes quimicas. O
conteudo de umidade de equilibrio do produto sera dependente da temperatura do bolo,
da pressdo parcial do vapor de agua sobre a superficie do mesmo e da interagdo quimica
entre a composicdo da formulagdo e o vapor de dgua. Para um determinado material, o
conteudo de umidade final pode ser reduzido por um aumento na temperatura de placa (a
uma pressao parcial constante do vapor de dgua) ou uma redugdo na pressdo parcial do
vapor de agua sobre a superficie do bolo (a uma temperatura constante do produto).

A conclusio do processo de secagem secundaria geralmente € simbolizado pela temperatura
do produto aproximando-se da temperatura de placa por um periodo especifico de tempo.
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A figura 4 mostra um ciclo completo de liofilizagdo em funcdo do tempo, temperatura
e pressdo para uma formulacdo de baixa concentragdo de um produto farmacéutico.
Observa-se que o tempo de secagem primaria para o produto do exemplo foi de 10
horas aproximadamente. O material permaneceu a uma temperatura de -40°C durante
este periodo e a pressdo na camara foi de aproximadamente 50 mTorr. Ja na secagem
secunddria, iniciada automaticamente logo apos a primaria, a temperatura do produto
foi sendo elevada gradativamente até 20°C. A pressdo na camara de secagem nessas
condig¢des caiu a 0 mTorr.
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Figura 4. Curva de liofilizagdo de uma formulagio farmacéutica de um sal em baixa concentragdo.
Fonte: Elaboracao propria.

Cada produto tem suas particularidades e, portanto cada ciclo de liofilizagdo € unico.

Talvez resida nesse ponto o fato que torna o processo de liofilizagdo uma operagao unitaria
tao instigante que o faz parecer uma arte.
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