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RESUMEN. Se estudié la higroscopicidad de las pastas liofili-
zadas de albimina e inmunoglobulina G (IgG) humanas obtenidas
industrialmente por precipitacion alcohdlica a partir del plasma
sanguineo. Se analizo la isoterma de adsorcion correspondiente a
cada producto, asi como el posible ajuste de siete modelos descri-
tos por otros autores para la adsorcion de agua en alimentos. Se
concluyd que los modelos de Oswin, Hasley y Khun se ajustan a
toda la gama experimental para la albimina, mientras el de Hark-
ins-Jura cumple con este requisito en el caso de la IgG. El resto de
los modelos se ajustan en ambos casos sOlo a una parte de la
isoterma, generalmente a la gama de aw de menor adsorcién. Al
estudiar la aplicacion de los modelos de BET y GAB para ambos
productos, se corroboré que el primero solo es vilido para valores
de aw = 0,58, mientras que el segundo, describe toda la isoterma.
El contenido de agua en la monocapa resulté muy similar para am-
bas proteinas.

ABSTRACT. Industrially obtained human albumin and IgG
pastes, were freeze-dried. The adsorption isotherms of both freeze-
dried products, were then studied. Among seven mathematical
models previously studied for food water adsorption, only Oswin,
Hasley and Khun models were adapted for albumin on the entire
range of ay. Harkins-Jura model was well fitted for IgG experi-
mental points. In both cases, the rest of the models generally ex-
plain the adsorption behaviour for the low aw range. BET model
was only adapted for aw < 0,58, while GAB model explains all the
aw range studied. The monolayer water content was similar for
both freeze-dried proteins.

INTRODUCCION

La albdmina, asi como las inmunoglobulinas humanas,
son derivados de la sangre que se emplean directamente
como medicamentos’? o como componentes de formulacio-
nes®. La forma mas comun de obtencién de tales productos
es mediante precipitacion alcoholica a partir del plasma san-
guil neo®. Por esta via, se suelen obtener industrialmente, pas-
tas de albimina e IgG con mas del 95 % de pureza respecti-
vamente, que constituyen la materia prima para otros
procesos de formulacion y purificacion.

Una de las vias mas seguras para almacenar esas mate-
rias primas es la liofilizacién®, pero esta técnica de conser-
vacion se caracteriza por impartirle al producto asi tratado,
una alta higroscopicidad. Las caracteristicas higroscopicas de
cada material, asi como el envase empleado y las condicio-
nes ambientales de humedad y temperatura, determinan la
mayor o menor ganancia de agua del producto durante el al-
macenamiento.®

La adsorcion de agua esta relacionada con la humedad
relativa que rodea a un material dado, mediante la isoterma
de adsorcion correspondiente, por lo que resulta de gran utili-
dad conocer el modelo matematico que rige este fenomeno.

La mayoria de los trabajos realizados en este sentido,
sobre materiales biolégicos, se han efectuado en el campo de
los alimentos, habiéndose desarrollado numerosos modelos
matematicos y teorias para explicar la forma sigmoidal resul-
tante de graficar la humedad relativa de equilibrio o actividad
de agua contra el contenido de humedad del material”®.
Hagemang sefialé que en las proteinas liofilizadas, las curvas
resultantes eran del mismo tipo y que podian ser aplicadas
las expresiones desarrolladas para alimentos. Del mismo
modo, se conoce que los fendmenos de adsorcion-desorcion
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en estos productos presentan histéresis, es decir, la curva ob-
tenida durante la adsorcion no resulta equivalente a la de
desorcion'®,

Las isotermas de adsorcion de proteinas se dividen en
tres regiones de la curva sigmoidal: la primera corresponde a
la unién del agua a sitios fuertemente activos, tales como gru-
pos cargados o altamente polares. La segunda es una region
de transicion donde el agua se fija a sitios menos cargados o
en la cercania de grupos polares luego de la adsorcion de
una primera capa. La ultima region o region de multicapas,
tiene lugar con condensacion del agua en sitios muy débiles o
con deposicion de ella en capas débilmente unidas. Esta
region esta mas relacionada con fenomenos de absorcion
que con la propia adsorcion fisica.

La teoria de Brunauer, Emet y Teller (BET)'', derivada
de la adsorcion de gases y aplicada a estos productos, presu-
pone la formacion de una monocapa de agua adsorbida ini-
cialmente (monocapa BET) que corresponde a la primera
parte de la curva sigmoidal antes descrita.

Por su parte, la ecuacion de Guggenhein-Anderson-de
Boer (GAB), citada por varios autores y estudiada a profundi-
dad por Weisser'? se ha aplicado con eficacia para repre-
sentar las isotermas de diferentes productos.

El presente trabajo se propuso estudiar las caracteristi-
cas higroscopicas, asi como los modelos matematicos que
mejor se ajustan a las isotermas de adsorcion correspondien-
tes a las pastas liofilizadas de albumina e IgG humanas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las pastas

Se trata de pastas de albimina e IgG obtenidas indus-
trialmente en la Planta de Hemoderivados de La Habana, me-



diante ajuste de pH y precipitacion alcohdlica seriada, con di-
versos pasos de recuperacion por centrifugacion a bajas tem-
peraturas. En cada caso, se emplearon pastas correspon-
dientes a tres lotes industriales los cuales se conservaron a -
25°C.

Extraccion del alcohol remanente

La extraccion de la mayor parte del etanol retenido en
las pastas, se realizé por evaporacion al vacio. Para ello, se
mantuvieron a -20 °C en la cabina de un liofilizador y medi-
ante cinco pasos alternos de condensacion-extraccion, se
logror educir el contenidoa Icohdlicoam enos del2%. Cada
paso de condensacion se realizo bajo una presion de 10hP a
y durante 15 min, encontrandose la trampa fria a -60 °C.
Cada paso de evacuacion del alcohol de la trampa se efectué
durante 10min , luego de romper el vacio.

Liofilizacion

Una vez que el alcohol fue extraido, las pastas se
congelaron (-40 °C) y se liofilizaron en bandejas de acero inoxi-
dabled e( 30X 30X 3)c mar azon de1k gp or bandejayp or lote.

Se empled un liofilizadorSERAIL (Francia). El secado pri-
mario se llevo a efecto por espacio de 10h, manteniendolas
platinasa 10 °C (platinas)y el secundario,duranteéhya2 0 °C
. La trampafria se mantuvoa -60 °C y la presiéna 10P a.

Humedad residual

La humedad residual se determind por el metodo de Karl
Fischer, utilizando un equipo Baird & Tatlock (Inglaterra).

Medicion de la higroscopicidad y determinacion
de la isoterma de adsorcion

De cada lote se tomaron 0,5 g de muestra y se pusieron
en contacto con la humedad relativa creada sobre la superfi-
cie de diferentes soluciones salinas saturadas contenidas en
desecadoras selladas herméticamente. Mediante pesadas
periodicas se determiné el momento en que el producto llego
al equilibrio, cuando no hubo mas ganancia en peso. Las ex-
periencias se efectuaron a 25 °C, de modo que las soluciones
saturadas de LiCl, MgClz,K 2CO3, NaBr, NaCl, (NH4)2S0s4,
KaNOa,yK 2504 empleadas, provocaron respectivamente
humedades relativas de equilibrio (HRE) de 11, 33, 43, 58,
75,81, 92y9 6%.

Las isotermas de adsorcion se construyeron graficando
el promedio de la cantidad de agua adsorbida por cada lote,
contra la humedad relativa en el momento del equilibrio. Para
representar los valores de humedad relativa de equilibrio se
utilizo el término mas generalizado de actividad de agua (aw).

aw= HRE/100

La ganancia en peso en el tiempo, frente a una aw dada,
se consideré como un criterio de higroscopicidad.

Se estudio el ajuste de los datos experimentales a un
grupo de expresiones que pueden representarse de forma lin-
eal. Entre ellas, figuran las citadas por Pixton y Howe®:

Harkins - Jura:

1/( Xw)? = f(—log aw)

Smith:

Xu=T[=In(1-aw)]
Halsey:

In Xw=Ff[In(=naw)]
Henderson:

InXyw="f In[=In(1-aw)]}

Chung - Pfost:
w=F[=In(Inaw)]

Asi como las expresiones empleadas por Labuza: 10
Oswin:

InXw=H In[aw/(1-aw)]}
Kuhn:
Xe=f[1/In(1/aw)]
Almismotienpo, se evaludel ajustea lasexpresionesle BET:
awf1—aw) W=1/ W C+[(C-1)Wo] aw
yd e GAB:
aw/ W =[(1-Kaw) (1-Kaw+ Cay) ]/ CKW,

0 awW=Ci+Coaw+Cs(aw)?
donde:

C1=1/CKWys Co2=(1/Ws) (1-2/C)
Ca=(K/Wo) (1/C-1)

aw actividad de agua del material
W contenido de agua del material
Wo valor de la monocapa de agua
(gramos de agua/gramos de materia seca)
Ky C constantes.

El desarrollo de la isoterma BET se efectudé mediante re-
gresion lineal mientras que la GAB requirio la aplicacion de
una regresion cuadratica.

Para analizar la bondad del ajuste de las expresiones a
los datos experimentales, se determino el coeficiente de cor-
relacion, asi como el error residual en cada caso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de las pastas liofilizadas

Ambas pastas liofilizadas presentaron las caracteristicas
quea parecene nl aT abla .

TABLA |
Caracteristicas de las pastas liofilizadas
Pasta Humedad Pureza Contenido
de monomeros
(%)
IgG 9,042 1 95 +2 86 +3
Albumina 7241 1 97 +2 88 +2

Valores promedios para cada tres lotes experimentales de cada
producto y expresados como X + DE.

Higroscopicidad

Se pudo observar (Figuras1y2 )q ue para el valorm as
bajo de aw ocurre desorcion en ambas proteinas liofilizadas
por presentar las muestras humedades residuales superiores
a la correspondiente al equilibrio para aw = 0,11. Para el resto
de los valores de aw el equilibrio hidrico después de la adsor-
cion, se alcanzoé en alrededor de 10d .

Hasta un valor de aw = 0,92 los contenidos de agua al-
canzados por ambos productos al llegar al equilibrio, resul-
taron del mismo orden. En el caso de la alta aw estudiada
(0,96), la adsorcion de la IgG en5df ue superior al maximo
adsorbido por la albimina a los 20d .

Esta adsorcion se incrementa notablemente con el
tiempo de exposicion, alcanzando con el equilibrio, un valor
de humedad que duplica al adsorbido por la albimina.
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Fig. 1. Curvas de higroscopicidad de la pasta de albumina humana
liofilizada ( 25 °C).
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Fig. 2. Curvas de higroscopicidad de la pasta de IgG humana
liofilizada (25 °C).
Los valores correspondientes al equilibrio constituyen los
puntos de las isotermas de adsorcién.

Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcion siguieron la forma tradi-
cional de las correspondientes a los productos de origen pro-
teico (Fig. 3). Se observo que para valores altos de aw,l al gG
se equilibra con una mayor cantidad de agua, mientras que
para valores bajos la adsorcion de agua se asemeja.

Fig. 3. Isotermas de adsorcién de las pastas de albumina
e lgG liofilizadas.

En la Tabla Il se muestra el ajuste de diferentes ecuacio-
nes a las isotermas correspondientes a ambos productos
liofilizados en la gama de adsorcion (aw > 0,11). En ella
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aparecen los coeficientes de regresion asi como el rango de
aw para el cual es valido el ajuste.

TABLAII
Coeficientes de correlacion correspondientes al ajuste
de diferentes isotermas de adsorcion para la albimina
e IgG liofilizadas

Isoterma Albumina IgG
Harkins-Jura 0,996 * 0,995 "
Oswin 0,999 0,999 °
Smith 0,996 2 0,999 °
Halsey 0,999 0,999 3
Henderson 0,999 ° 0,999°
Kuhn 0,997 ' 0,998 2
Chung-Pfost 0,997 3 0,999 3

'Considerando toda la gama de au.
Para ay < 0,92.
SPara aw < 0,81.
“Para aw < 0,43.

Para la albumina, los modelos de Oswin, Halsey y Kuhn
se ajustan a todos los puntos experimentales (Tabla Il), por lo
que pueden ser utilizados para representar la isoterma de
este producto. El modelo de Smith se ajusta para aw < 0,92,
existiendo una desviacion apreciable para aw = 0,96. Los
modelos de Chung-Pfost y de Henderson, solo presentaron
buen ajuste para aw < 0,81. Contrariamente a estos modelos
en los que las expresiones se ajustan a la parte de la
isoterma de menor curvatura, el modelo de Harkins-Jura
manifesto buen ajuste para los puntos correspondientes a la
gama de valores altos de aw. Este hecho coincide con los re-
sultados de Labuza'® relacionados con la adsorcion de al-
gunos alimentos. Sin embargo, en el caso de la IgG, solo este
modelo se ajusto a toda la gama experimental, demostrando
su utilidad en isotermas de este tipo, con mayor curvatura. El
modelod eK huns ea justop araa w < 0,92, mientras que el re-
stol oh izop araa w < 0,81.

Por su parte, la aplicacion de la isoterma BET para am-
bos productos debe realizarse con precaucion.

Se comprob6 que la isoterma GAB representa mejor
toda la gama de aw (Figuras 4 y 5). La isoterma BET,a li gual
que algunas de las precedentes, presenta buen ajuste para
valores bajos de aw, donde la curvatura de la isoterma es
mucho menor. En este sentido, los resultados concuerdan
con los de Van den Berg6 al estudiar las isotermas de adsor-
cién del almidon, en los que sélo la gama de valores bajos de
aw se ajusté a una linea recta.

Los modelos de BET y GAB, frente a los precedentes,
tienen la ventaja, de que a través de ellos, se puede obtener
una informacion mas precisa de los fendmenos que tienen
lugar durante la adsorcion, como es el caso del calculo de la
monocapa de agua adsorbida en la primera fase del proceso,
que se considera como indice de estabilidad de productos
deshidratados.®

Se observo que, para la isoterma BET (Tabla I}, a
medida que se incluye en los calculos los datos correspondi-
entes a los altos valores de aw, el valor calculado de la mono-
capa, disminuye con relacion al que se obtiene por medio de
la isoterma GAB. Estos resultados solo se asemejan, cuando
en los calculos para la isoterma BET, se emplean los datos
correspondientes a aw < 0,58.
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Fig. 4. Ajuste de las ecuaciones de BET y de GAB a la isoterma
de adsorcion de la pasta de albumina humana liofilizada.

GAB

Fig. 5. Ajuste de las ecuaciones de BET y de GAB a la isoterma
de adsorcion de la pasta de IgG liofilizada.

TABLAII
Comparacion de los valores de las monocapas de agua y de las constantes de adsorcion correspondientes
al aa Ibuminayal al gG liofilizadas,o btenidasat ravésd el as isotermasB ETyG AB

fssiaiia Albumina IgG
Wo CK r ER Wo CK r ER
GAB' 0,076 1,08 10,96 0,997 0,268 0,075 1,08 11,36 0,992 0,490
12,65 0,94 13,16 0,93
BET' 0,044 -6,86 0,979 3,701 0,052  -16,50 0,976 3,490
BET? 0,052  -14,11 0,986 2,492 0,046 -8,02 0,995 1,622
BET® 0,069 13,03 0,998 0,641 0,058  -38,30 0,996 1,061
BET* 0,071 11,29 0,997 0,740 0,078 10,59 0,999 0,142

' Calculada utilizando todos los puntos experimentales
Empleando los valores de aw < 0,92.
% aw< 0,75, * aw<0,58.

Se incluyen los estadigrafos r (coeficientes de correlacion) y ER (error residual) correspondientes al ajuste de las ecuaciones

para cada rango de ay.

Wo Valor de la monocapa de agua (gramos de aguafgramos de materia seca).

C y K Constantes de adsorcion.

El ajuste de los puntos experimentales a la expresion lin-
eal de BET también se afecta en el mismo sentido (los valo-
res de r se reducen, mientras el error residual se incrementa).
Esto confirma el limitado valor de la isoterma BET, contra la
gran utilidad de la isoterma GAB.

Resulta interesante notar que el contenido de agua de la
monocapa resulté muy similar para ambas proteinas y que los
valores correspondientes se encuentran en el rango de los
obtenidos por Hagemang yp or Hsuyc ol." para otras pro-
teinas.

CONCLUSIONES

Las isotermas de adsorcion correspondientes a las pas-
tas de albimina e IgG liofilizadas presentan la forma sigmoi-
dal caracteristica de algunos alimentos.

Para la gama de valores de ay inferiores a 0,92 el nivel
de adsorcion de agua resulta muy similar en ambas proteinas.
Sin embarge, para 0,96 la IgG llega a adsorber el doble de
agua que la albumina.

Se comprobd que las ecuaciones de Oswin, Hisey y
Khun pueden ser empleadas para representar matemati-
camente el comportamiento de la isoterma de adsorcion de la
albimina en toda la gama experimental, mientras la de Hark-
ins-Jura, se ajusta a los valores de la IgG. El resto de las ex-
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presiones, explican en uno y otro caso, solo una parte de la
isoterma, generalmente la de menor curvatura (cuando la ad-
sorcion es moderada ante una aw dada).

La isoterma BET permitié efectuar la determinacion del
contenidode agua de la monocapa, cuando se empleanvalores
inferioresde aw inferioresa 0,58 corroborandoque la misma no
representatodo el rangode aw para estos productos.

Sin embargo, la isoterma de GAB se ajusta en todo el
rango experimental y permite ademas, determinar el valor de
la monocapa adsorbida en la primera fase de la isoterma. Los
valores resultaron ser de 0,076 g de agua/gramos de materia
seca para la albumina y de 0,075 para la 1gG, que concuer-
dan con los reportados para otras proteinas.
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