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RESUMEN

Introduccioén: la separacion centrifuga es muy utilizada para la obtencidon de
productos farmacéuticos y biotecnoldgicos. Es la separacidn o concentracién de
fosfolipidos o ambas una de estas aplicaciones.

Objetivo: seleccionar y evaluar el uso de diferentes separadores centrifugos asi como
el establecimiento de sus condiciones de operacién, para la obtencidn de un
concentrado de una mezcla fosfolipidica tipica.

Métodos: se realizé la caracterizacion fisica de la suspensién a tratar para seleccionar
el tipo de centrifuga méas adecuada y se determinaron las condiciones de operacion de
esta. Se evalué ademas la composicion de las mezclas fosfolipidicas obtenidas en
cada caso.

Resultados: se obtuvo que tanto una centrifuga de discos como una tubular son
competentes para lograr la concentracion de fosfolipidos, con una composicion que
puede ser utilizada para la formulacién de liposomas, cosméticos y medicamentos.
Conclusiones: Teniendo en cuenta la competencia de ambas centrifugas para rendir
una mezcla fosfolipidica especifica y los similares rendimientos en la separacion, la
mejor eleccidén es una centrifuga tubular vertical por ser mas econémica y sencilla en
su operacion que la de discos.
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ABSTRACT

Introduction: centrifuge separation is very useful for obtaining pharmaceutical and
biotechnological products. One of these applications is the separation and/or
concentration of phospholipids.

Objective: to evaluate the use of different centrifuge separators, as well as the
establishment of their operation conditions in order to obtain a typical phospholipidic
mixture concentrate.

Methods: a physical characterization of the suspension to be treated was made for
selecting the most adequate kind of centrifuge and its operational conditions were
determined. The composition of the phospholipidic mixtures in every case was also
evaluated

Results: both the disk and the tubular centrifuges turned to be fit for reaching the
phospholipids concentration; hence the composition can be used for the formulation
of liposomes, cosmetics and drugs.

Conclusions: Given the adequacy of both centrifuges for reaching a specific
phospholipidic mixture and their similar performances in the separation process, the
best choice will be the vertical tubular centrifuge since it is less expensive and simpler
in operation than the disk centrifuge.

Key words: centrifugation, phospholipids.

INTRODUCCION

La separacion centrifuga ha sido una practica habitual dentro de la Industria Quimico
Farmacéutica por mas de 100 afios. Su simplicidad, ademas del excelente desempefio
de la técnica, continla ganando nuevos usuarios. Su aplicacion original, fue en el
procesamiento de alimentos, especialmente en la separacién de crema de leche. Hoy
es muy utilizada para la obtencién de productos farmacéuticos, biotecnoldgicos y
biomasa. Dentro de estas Ultimas aplicaciones esta la separacién y/o concentracion de
macromoléculas procedentes de diferentes procesos de obtencién.

El caso de la separacion y/o concentracion de fosfolipidos es una de las aplicaciones
de la centrifugacion. Los fosfolipidos son lipidos complejos, compuestos de 1,2-
diacilglicerol y un enlace fosfodiéster que une el esqueleto del glicerol a alguna base,
generalmente nitrogenada, tal como la colina, serina o etanolamina.® Ellos tienen
innumerables aplicaciones, destacandose en la formulacion de medicamentos?
(surfactantes pulmonares), liposomas, cosméticos, alimentos, entre muchas otras.>™
Son las moléculas méas abundantes de la membrana citoplasmética y las principales
constitutivas de la doble capa lipidica de la membrana celular.®

Tomando en consideracion la utilidad e importancia que tienen estas macromoléculas,
se han desarrollado varias alternativas®’ para su obtencién, utilizando pulmones de
cerdo y de conejo como fuente natural. El objetivo de este trabajo consisti6 en
seleccionar y evaluar el uso de diferentes separadores centrifugos asi como el
establecimiento de sus condiciones de operacion, para la obtenciéon de un concentrado
de una mezcla fosfolipidica tipica.
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METODOS
Caracterizacion de la suspension a centrifugar (prueba de decantacion)

Para caracterizar los liquidos del proceso, se tomaron muestras representativas que
se sometieron a analisis fisico-quimico, que permitieron determinar las fases y la
distribucion porcentual de estas en una centrifuga de mesa con tubos aforados. Se
colocé un volumen conocido de suspensiéon (10 cm®) y se procedié a centrifugar a mas
de 1000 s durante diversos intervalos de tiempo, hasta obtener el grado de
separacion deseado.® Asi se conoci6 la lectura de volimenes de fase y por ende, se
calcul6 el porcentaje volumétrico de cada fase, asi como su densidad aparente.

Seleccidén del separador centrifugo y sus condiciones de operacién

La eleccion de la alternativa de separaciéon apropiada exige el conocimiento de un
conjunto de propiedades fisicas del sélido de interés y su suspension; pero, ademas,
se deben tener en cuenta las recomendaciones de los diversos fabricantes sobre la
factibilidad de empleo de unos equipos u otros en dependencia de dichas
caracteristicas. Para la seleccion del separador centrifugo, fue necesario auxiliarse de
los diagramas que expone la literatura®?® de acuerdo con el tipo de separador,
tamarfio de particulas y concentracion de sdlidos en la suspension a emplear.

Para centrifugas de discos. De los resultados de las pruebas de laboratorio realizadas,
se determind el tiempo de centrifugacion requerido, a un factor centrifugo dado (G),
para alcanzar la “transparencia” deseada. Por lo tanto, se pudo estimar un tiempo de
residencia para la centrifuga piloto al operarla a la maxima velocidad, que permitia
lograr la densidad de trabajo de alimentacion.®

Conociendo el volumen del liquido a retener en el rotor se pudo hacer una estimacion
de la velocidad de flujo de alimentacion de la centrifuga piloto y con ello determinar el
tiempo entre dos descargas de sélidos.

Para centrifugas tubulares verticales. Se realizO un disefio de experimentos que
consistié en evaluar a tres condiciones de flujo de alimentacién diferentes (100, 200 y
300 cm®/min) y volumen de 40 dm® de suspensiéon a procesar. Se evaluaron los
rendimientos de cada variante en cuatro corridas. Se realiz6 una comparacion
estadistica'* entre las diferentes condiciones y entre los dos tipos de centrifuga.

Evaluacion de la composicion bioquimica

El principio activo obtenido se caracterizO segun los siguientes analisis: La
determinacion de fosfolipidos totales se realiz6 segun el método de Barttlet.? La
composiciéon de fosfolipidos individuales fue medida por cromatografia en placa
delgada®y los fosfolipidos disaturados a través del método de Mason y otros.™*

RESULTADOS

Caracterizacion de la suspension a centrifugar

En la tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacion de la suspension.
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Tabla 1. Caracterizacion de la suspension

Tiempo {min) 1 o 3
% volumeétrico fase pesada - 0,82 £ 0,03 | 0,83 £ 0,02
aspecto del sobrenadante Liquido turbia Claro Clara
Aspecto del solido - Compacto Compacto

Las densidades aparentes de cada fase son:
- Densidad aparente de la suspensién: 1,014 g/cm?
- Densidad aparente del sélido centrifugado: 1,164 g/cm?

- Densidad aparente del sobrenadante: 0,999 g/cm?

Seleccion del separador centrifugo y sus condiciones de operacion

Con los resultados del laboratorio y el empleo de los nomogramas y las ecuaciones
brindadas por el fabricante de la centrifuga de discos (ALFA LAVAL) de que se
dispone, se estim6 el tiempo de residencia (20 s) operando a la méaxima velocidad
que permitia la densidad de trabajo de la alimentaciéon. Conociendo el volumen del
liquido retenible en el rotor (0,12 dm?), se pudo hacer una estimacién de la velocidad
de flujo de alimentaciéon (160-200 cm®/min.); a partir de ese flujo se determiné el
tiempo entre dos descargas de soélido que fue de 43 min. En estas condiciones se
efectuaron 4 corridas experimentales de centrifugacién que indicaron un rendimiento
de 30,09 % + 6,38.

En el caso de la centrifuga tubular (CEPA), los resultados de la evaluacion de las
diferentes velocidades de flujo de alimentacién se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Fendimientos en centrifuga tubular

Yelocidad de alimentacion
fcm3/mind
Rendimiento (9% 38,183 + 14,17 33,61 = 7,34 37,03+ 12,60

1aa0 200 200
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Evaluacion de la composicion de la mezcla fosfolipidica
Estos resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Composicion de la mezcla fosfolipidica

Componente (%) Centrifuga discos Centrifuga tubular
Dipalmitoilfosfatidilcolina™ 43,38 £9,16
Fosfatidilcolina 67,63 70,48
Lisofosfatidilcolina 1,31 0,54

* Fraccidn disaturada de |a fosfatilcolina,

DISCUSION

El porcentaje volumétrico de sdlidos de la suspension es de 0,83 % (tabla 1). La
"transparencia” deseada se logré en 180 segundos en la centrifuga de laboratorio,
este corto tiempo de separacion se debe a las diferencias de densidades entre las
fases, que si bien no son grandes, si actué como un factor importante en el proceso
de separacion.

Esta separacion de la mezcla fosfolipidica alcanza cierto nivel de complejidad dada su
baja granulometria (0,05-10 um) y los bajos niveles de concentracion (0,83 %) de
sdlidos. De acuerdo a estas caracteristicas se recomienda el empleo de centrifugas
sedimentadoras.

Las centrifugas tubulares verticales y las centrifugas de discos poseen caracteristicas
promisorias para esta separacion. En el caso de las de discos permiten manipular
concentraciones volumétricas de sélidos menores del 10 %;'® para particulas tan
pequefias como 0,5 um, las tubulares verticales admiten tamafnos de particulas tan
pequefias como 0,1 um y concentraciones volumétricas de s6lidos menores de un 2
%.

Para la centrifuga tubular vertical no existié diferencias estadisticamente significativas
(p> 0,05) en la comparaciéon entre los grupos (tabla 2). Se eligié la velocidad de flujo
de alimentacién de 200 cm®/min.

Comparando el resultado de ambas centrifugas en esta condicién, no se encontré
diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05) en relacién con los rendimientos,
estos no son elevados, sin embargo, ambas centrifugas logran separar una fraccion
de fosfolipidos que no difiere notablemente en su composicién bioquimica (tabla 3),
por lo que se puede elegir cualquiera de ellas para separar una mezcla rica en
fosfatidilcolina y dipalmitoilfosfatidilcolina, que son precisamente los fosfolipidos mas
empleados en las preparaciones de surfactantes pulmonares? y liposomas.*®*’

Desde el punto de vista de operaciéon las centrifugas tubulares son mas sencillas y
ademas menos costosas que las de discos que necesitan mayor destreza de los
operarios para su manejo e higienizaciéon
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Teniendo en cuenta la competencia de ambas centrifugas para rendir una mezcla
fosfolipidica especifica y los similares rendimientos en la separacion, la mejor eleccién
es una centrifuga tubular vertical por ser mas econémica y sencilla en su operacion
que la de discos.
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