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Preservación de tejidos a Tª ambiente



Preservación de tejidos a Temperatura 

ambiente : LIOFILIZACIÓN



La liofilización es un proceso que tiene como 
objetivo separar el agua (u otro solvente) de una 
disolución mediante congelación y posterior 
sublimación del hielo a presión reducida
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El proceso de liofilización se realiza a vacío y a baja
temperatura evitando la desnaturalización de las
proteínas. Los materiales biológicos tales como
células, tejidos, bacterias y vacunas se convierten
en productos secos, evitando el paso por su fase
líquida, y en consecuencia los cambios
enzimáticos, biológicos y químicos

Cuando se vuelve añadir agua o disolvente al
producto seco, este debe presentar las mismas
características que el producto original.
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El liofilizador
Consta de las siguientes partes:
• Cámara seca o cámara de liofilización: es el lugar donde se coloca

la sustancia a liofilizar. Puede tener formas diferentes con
compartimentos donde se realiza la sublimación, pasando el agua
de sólido a vapor. El cierre es hermético y se trabaja bajo el vacío.

• Condensador con circuito de refrigeración: comunica con la cámara
seca y es donde se condensa el vapor que se va produciendo en la
sublimación. Un refrigerante lo mantiene a una temperatura más
baja que la cámara seca (entre -50 y -125 ºC).

• Sistema de vacío: El vacío se produce con una bomba de aceite que
trabaja sobre 10-2 mbar conectada a una trampa para que no pasen
vapores del solvente a su interior. El sistema de vacío elimina
primero el aire de la cámara seca al iniciar el proceso de
liofilización, y luego ayuda a la sublimación.
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• Etapas principales proceso de liofilización:

➢ Congelación

➢ Secado primario

➢ Secado secundario
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1ª etapa: Congelación
Es la etapa mas importante de todo el proceso de liofilización:

- La nucleación es el momento en que se inicia la congelación del 
disolvente

- La Tª de nucleación y la velocidad de congelación determinaran la 
morfología y la distribución de cristales en la muestra congelada

- La morfología y tamaño de los cristales influye en:
- La velocidad de sublimación en el secado primario

- La velocidad de desorción en el secado secundario

- La agregación de las proteinas

- El grado de porosidad final  y sus características mecánicas

- La viabilidad posterior de la muestra

- La facilidad y rapidez en la rehidratación para su uso
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1ª etapa: Congelación

Velocidad 
congelación

Número y 
tamaño 
cristales

Estructura del 
material

Desecación 
primaria

Desecación 
secundaria

LENTA Pocos y 
grandes

Poros grandes
Estructura menos 
resistente

Más rápida Desorción 
más lenta

RÁPIDA Numerosos 
y pequeños

Poros pequeños 
estructura  mas 
resistencia

Más lenta
Desorción 
más rápida



Tipos de crio/lioprotectores

-PERMEABLES a la membrana celular: Son muy solubles y de bajo 
peso molecular . Los más utilizados son el DMSO y el glicerol, el 1-
2propanodiol y el etilenglicol. Son efectivos a tasas de congelación 
lentas y en la mayoría de tipos celulares.

- NO PERMEABLES a la membrana celular: alto peso molecular. Son 
efectivos a tasas de congelación rápidas . Los más utilizados son el 
dextrano, la glucosa, sacarosa, trehalosa,  y el polietilenglicol. Los 
azucares son especialmente utilizados como lioprotectores por sus 
efectos durante las etapas de congelación y de deshidratación.



CRIO: Criopreservación
MF: Membrana fresca congelada
T: Trehalosa 

R: Rafinosa
E: EGCG
CP: Congelación programable

80ºC: Congelación directa a -80ºC
SL: Sin lioprotectores

CRIO MF T-80ºC T CP

T+E-80ºC T+E CP R-80ºC R CP

R+E-80ºC R+E CP SL -80ºC SL CP

MBCE

E
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2 etapa: Secado primario

Extracción del agua del tejido mediante presiones de vacío (5 Pa a 10 Pa) y 
temperatura baja (-50°C a -70°C) se logra sublimar el hielo. EL vapor de agua 
que se genera debe ser eliminado para así mantener la baja presión 
necesaria. De ello se encarga el condensador del liofilizador, que trabaja a 
baja presión y temperatura convirtiendo el vapor en hielo.
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3 etapa: Secado Secundario
La matriz seca producida por el secado primario contiene todavía unida agua 
no congelada que debe ser eliminada por desorción a temperaturas más  
altas ( entre 20-40ºC)
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Transición del secado primerio al secado secundario

Si procedemos al secado secundario antes de que el hielo se extraiga del 
producto, es probable acabar con defectos en el producto tales como 
colapso o derretido eutéctico.

Se observa la reducción de tamaño de poro , la disminución del volumen y se 
produce porque el material es incapaz de soportar su propio peso. 

Para evitar el colapso es  importante determinar el punto en que finaliza el 
secado primario y no se debe aumentar la temperatura de la bandeja  
demasiado rápido
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Determinación automática del punto final del secado primario
implica la medición de temperatura mediante termopares.

La temperatura del producto es más fría que la temperatura de
la bandeja durante la sublimación, ya que se necesita el calor
de la bandeja para que el cambio de fase ocurra. Cuando
termina la sublimación del hielo, la temperatura del producto
aumentará y se acercará al valor de la temperatura del estante.
Una vez que la temperatura del producto es igual a temperatura
estante ±1° C, el secado primario se considera completado.
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El colapso tiene un relación estrecha con la
rehidratación y la porosidad del producto, se puede
determinar si la muestra ha colapsado, cuando se
estudia el comportamiento de la rehidratación, ya
que el daño estructural disminuye la capacidad de
rehidratación.



El diseño de la curva de liofilización dependerá:
• Tipo de tejido que queramos liofilizar (espesor, porcentaje

de agua, estructura interna,....)

• Volumen del producto y contenedor seleccionado

• Propiedades que queremos preservar ( acción mecánica, 
matriz de colageno, componentes celulares,.....)

• Porcentaje de agua residual aceptado: influencia en la 
caducidad
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Bolsas de liofilización
La parte superior de la bolsa consiste en una membrana vapor-
permeable y la parte inferior impermeable. La membrana es
suficiente porosa para no presentar resistencia durante el proceso
de sublimación y por otra parte es suficientemente impermeable
para impedir la entrada de microorganismos y partículas no
viables.
Al finalizar el proceso de liofilización se debe proceder al
empaquetado final (emblistado) o en su defecto proteger con
bolsa hermética.
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Viales
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Presión ( vacio)
Temperatura de la bandeja
Temperatura de la cámara
Temperatura del condensador



Ventajas respecto a otras técnicas
• Se obtienen productos que se pueden volver a regenerar muy rápidamente.
• La forma y características del producto final son esencialmente las originales.
• El contenido de humedad final es muy bajo: larga caducidad y riesgo de 

contaminación microbiana muy bajo
• Se pueden liofilizar varios donantes a la vez
• Técnica aplicable a muchos tipos de tejidos: tejidos óseo, membrana amniótica, 

colirios, pericardio, fascia lata, piel……

Inconvenientes
• Coste elevado de los equipos, instalaciones y mantenimiento
• Gran consumo energético requerido
• Duración del proceso
• Desarrollo y validación de cada nuevo producto
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Los productos liofilizados presentan una humedad residual muy baja y, por tanto, 
el riesgo de deterioro químico, bioquímico o microbiológico es mínimo. 
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Solución de preservación ideal:

• Bactericida / Bacteriostática

• Soluble en agua ( para facilitar la eliminación 
por lavados)

• Fácil penetración en los tejidos

• No citotóxico

• No afecte a la estructura

• Coste económico asumible
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GRACIAS !


