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Un d6veloppement nouveau de la lyophilisation: 
La cryodessiccation des systbmes non aqueux 

Par L o u I s  REY 

F a c u l t d  des  Sciences  de D i j o n  (France)  e t  Nes t l6  A l i m e n t a n a  S.A.,  V e v e y  (Suisse)  

Les applications de la technique de lyophilisation ~t 
la conservation des produits biologiques ou alimentaires 
sont bien connues. Elles d6rivent routes du caract~re 
particulier de cette m6thode: op6rer une d6shydrata- 
tion totale, mais m6nag6e, par sublimation directe, 
g6n6ralement sous vide, de la glace d'un produit prd- 
alablement congel6. 

Rdserv6e ainsi jusqu'alors A la stabilisation de sy- 
st6mes aqueux, la lyophilisation, dans son principe 
m~me, n'est cependant pas limitde au traitement de 
produits hydrat6s. Nous avons voulu montrer, dans 
des recherches r4centes, que cette technique peut 
6galement s'dtendre ~ tout un ensemble de syst~mes 
prfpar6s /t partir  de solvants non aqueux ~. La cryo- 
dessiccation devient ainsi une m6thode g6n~rale du 
g6nie chimique et n'est plus restreinte 5. une simple 
op6ration de d6shydratation. I1 convient d'aiIleurs de 
noter que te terme de dessiccation, tel que nous pour- 
rons l'employer, n'est pas 6quivalent ~ celui de dds- 
hydratation. 

I. Lyophilisation des solutions dam les solvants 
organiques 

L'extraction et la purification de nombreux com- 
pos~s naturels et, entre autres, des lipides, n6cessite 
l'emploi de solvants organiques. Les solutions obtenues 
sont souvent instables et doivent ~tre conserv~es 
basse temp6rature (phospholipides dans le benz+ne ou 
le chloroforme). De plus, l'isolement du corps dissous 
ne peut s 'obtenir que par 6vaporation du solvant ce qni 
s'accompagne souvent de d6naturation partielle. 

La tyophilisation permet d'61iminer ces difficult6s 
et d'obtenir aisdment un produit sec, finement poreux 
et parfaitement stable. De nombreuses experiences ont 
6t6 r6alisdes dans ce domaine (DouSSET z et R E Y  z) ~. 
l'aide d'un appareillage sp6cialement conqu pour le 
travail A basse temp6rature (Figures 1 et 2). 

Remarques gdndrales. La solution congel6e A - 196°C 
l'aide d'azote liquide est placde sous vide puis r6- 

chauff6e progressivement, Lorsque la temp6rature est 
suffisante pour que la tension de vapeur du produit 
congel6 atteigne 0,1 Tort  environ, le chauffage est 
arr6t6 et le syst~me maintenu ~ basse temp6rature con- 

stante. Le solvant se sublime alors rdguli6rement et te 
front de dessiccation, en pdn6trant dans la masse rigide, 
laisse derri6re lui une substance poreuse non altdr6e. 
Lorsque les derni~res traces congeldes ont disparu, on 
~t~ve ta tempdrature jusqu'5. + 20°C. Le produit, 
devenu stable, est alors placd sous une atmosph6re de 
gaz inerte (azote, argon) et peut ddsormais 6tre con- 
servd sans altdrations 5. la temp6rature ambiaute. 
L'op~ration de dessiccation s'dtant effeetude/i partir de 
l'6tat solide, la structure de i'dchantilkm n'est pas 
modifide. I1 poss6de ainsi les propridtds gdndrales des 
produits lyophilisds: maintien des caract&istiques 
physico-chimiques et structurales, stabilit6, porosit6 
61evde et facilitd de redissolution. 

Quelques exemples de lyophilisations. Bien que dans 
son ensemble la lyophilisation des systbmes non 
aqueux soit tr6s semblable A celle des solutions dans 
l'eau, tous les  solvants organiques ne se pr6tent pas 
~t cette op6ration et seuls ceux qui poss6dent une ten- 
sion de vapeur dlevde h l'6tat congel6 peuvent se 
sublimer aisdment. I1 est ndcessaire, en plus, que leur 
tempdrature de fusion soit suffisamment dloignde de 
leur temperature de sublimation pour qu'il n 'y  ait pas 
de risque de fusion interstitielle. Dans chaque cas par- 
ticulier, nous avons done procddd ~t l'6tude du com- 
portement thermodynamique A basse tempdrature des 
solutions h traiter A l'aide des mdthodes que nous avons 
ddcrites 5 propos de la lyophilisation ctassiquO ,'5 dont, 
entre autres, 1'analyse thermique dilfdrentietle. Enfin, 
dans le cas des solutions diludes, et comme pour les 
syst6mes aqueux, nous avons dfi fidre appe1,5 des sub- 
stances ~de charge, pour confdrer au produit sec une 
rigiditd suffisante. Le maltose, le polystyr6ne et le 

I Brevet,~ Air l.iquide - REY (1964), 
2 ~,[, DolISSl~.T, 'fhtXse de l~iophysique, Universit6 de Dijon, France 

(1964). 
8 L. RF.v, Les orientations nouvelles de ht lyophilisation darts Aspects 

thdoriques et industriels tie la lyophilisation (Ed,; I|ERM.,,Nr~, Paris 
1964), p. 621. 
L, REY, Ann. N.Y. Acad. Sci. 85, 510 (19~0). 
1., REv, Fundamental aspects o[ lyophilisation darts Aspe,'ts th~o- 
riques et industriels de la tyophilisation (Ed.: l-h~r~mx~tG Paris 
1964), p. 23. 
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dist6arate de glycol ont tenu lh te r61e normalement  
r6serv6 au glycocolle, au lactose ou au dextran. 

Nos recherches, dans ce domaine, 6rant/k leur d6but, 
nous ne prfisenterons ici que quelques r6sultats exp6ri- 
mentaux (Tableau I). 

A titre d'exemple, nous indiquerons la possibilit5 de 
stabiliser des phospholipides animaux par lyophilisa- 
tion h part ir  de leur solution benz6nique et d 'cn assurer 
la conservation sans alteration ~ la temperature am- 
biante ( D o u S S E T  et CLEMENTG). La Figure 3 montre 
les courbes obtenues. 

II .  Lyophih:sation des solutions dans t'ammoniac liquide 

Conservation des radicaux libres. Ses remarquables 
propri~t~s font de l 'ammoniae liquide un solvant ex- 
ceptionnel et conf~rent/~ son comportement  beaucoup 
d'analogies avec celui de l'eau. Ais6ment congelables 
par l 'azote liquide, ses solutions peuvent ensuite ~tre 
lyophilis6es par sublimation entre - 130 et - l l0°C 
sous une pression voisine de 2- ]0 -2 Tort  en prfisence 
d 'un pi~ge primaire ~ --196°C. La sublimation est 

rapide (l ram/h) et laisse un produit sec finement 
poreux et g6ndralement trSs dur. 

Cette operation peut  prdsenter un grand int6r~t 
plusieurs titres: (a) L 'ammoniac  liquide est un solvant 
particulier et, de ce fait, on peut pr6parer ~ part ir  de 
ses solutions divers produits non solubles dans d 'autres  
conditions. (b) L 'ammoniac  liquide est 6galement un 
milieu r6actionnel particulier off peuvent se former des 
esp~ces chimiques nouvelles, tr~s souvent instables. La 
lyophilisation offre alors le moyen de les stabiliser et 
de les 6tudier. (c) L 'ammoniac liquide agissant comme 
solvant permet  de changer les conditions de lyophilisa- 
tion de tissus irnprdgnds par du glycerol. On sait, en 
effet, que ce dernier ne s'~limine pas par  lyophilisation 
dans les conditions habituelles. I1 se dissout par contre 
parfai tement ~t -- 75°C lorsque les fragments de tissus 

M. DovssEx et G. C~.EMEt~T, Travaux des Laboratoires de Biologic 
Physico-Chimique et de Physiologic G~n6rale, Facultd des Sciences 
de Dijon (1964}, non publi~s. 

~P 
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Fig. 1. Installation de Laboratoire pour lyophilisation contr61de ~t basse temp6rature. Dessiccateur: 1, chambre de dessiecafi~n; 2, 
piece de liaison; 3, pi~ge primaire; 4, pi~ge seeondaire; 5, ligne de pompage; P, pompe ~ vide (2 6tages); 6, eanalisation de rupture de 
vide par introduction de gaz neutre (NA); 10, ~limination des vapeurs condens~es (pompe ~ anneau liquide). Circuit de contr61e de la tem- 
pdraturc de l'dchantillon: H 2, bouteille d'hydrog6ne; V, 61eetrovanne commandde soit par la temp6rature (te) du produit, soit par sa 
pression de vapeur (Pr et Ct); Dess, dess6chant; 7, arriv6e de gaz ~ + 20°C; 8, sortie sous vide de gaz froid; 9, 6chappement, Contr6les 
et mesures: te, thermocouple; Ete, enregistreur de temp6rature; Thr, thermotron; EPr enregistrement de la pression; r, sondes de 

mesure de rdsistance 41ectrique; R, r6sistivim~tre. 
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Tableau I 

So lvan t  Tempdra ture  de Sublimation,  °C 
fusion eommengan te 
des solutions, °C ddbut intense fin 

Pression 

au m a x i m u m  
de subl imat ion  

Substance de charge : 
(si ndcessaire ffi solut ions 
diludes) 

Benz~ne + 5 -- 90 -- 50 

T~traehlorure  de -- 23 - 80 - 50 
¢arbone 

Dioxane + 11 - 80 - 40 

Chlorolorme -- 78 -- 100 -- 80 

D i d t h y l a m i n e  -- 63 -- 110 -- 70 

- -  3 0  

- -  3 0  

- - 1 5  

2" 10 - t  Torr  

1,5" 10 -z Tor t  

10 -z Torr 

2- 10-* avee 
pi~ge pr imaire  

2 • i0-* avec 

pi~ge primaire 

7,5% d is tdara te  de glycol  ou 
0,1 & 1% polys tyrene  

7,5% dis t~ara te  de glycol  ou 
0,1 ~ 1% polys tyrene  

7,5% dis t~ara te  de glycol ou  
0,1 ~ 1% polys tyrene  

7,5% dis tdara te  de glycol  ou 
0,1 b. 1% polys tyrene  

5% mal tose  

Fig. 2. Ddtai ls  de cons t ruc t ion  du dessiccateur:  l a ,  j aque t te  de pro* 
tect ion argent~e sous v ide;  l b ,  chemise de rcfroidissement;  le,  
ehambre  r ecevan t  les produi ts  en tours  de lyophil isat ion (Spl ,  
poreux,  Sp2, congel~); lg ,  bride plane. 2a, piece de liaison reposant  
sur  des jo in t s  tor iques  (Jo) en si last ic;  2b, passages dtanches pour les 
mesures de t empdra tu re  (te, teR) et  de rdsistanee 61eetrique (r, 
Eleetr.) .  3a, surface refroidie pa r  l 'azote l iquide ~ -- 196°C servant  

la  condensa t ion  des vapeurs  (Cond); 3b, Extrdmitd  inf~rieure du 
vase Dewar  con t enan t  la rdserve d 'azote  l iquide pourvue d ' anneaux  

de d i la ta t ion .  

congelds sont immergds dans l'ammoniac liquide. La 
glace est extraite en m6me temps. I1 suffit alors de 
congeler l'ammoniac de substitution grace ~t razote 
liquide puis de lyophiliser ensuite le tissu imprdgnd 
d'ammoniac solide pour obtenir un fragment sec et 
stable. (d) L'ammoniac permet enfin de rdaliser des 
lyophilisations ~t tr6s basse tempdrature et cela permet 
d'envisager le stockage d'dMments ~t haute instabititd 
mais ~t forte r6activitd chimique comme les radicaux 
libres. I1 s'agit 1~, en fait, d'une rndthode gdndrale dont 
nous donnerons successivement le principe et un exem- 
ple d'application. 

Nouveau proc{d~ de preparation et de stabilisation des 
radicaux libresZ. Le syst~me prdcurseur, de prdfdrence 
liquide, o~a l'on ddsire preparer des radicaux libres, est 
pr~alablement retroidi et congeld ~ tr~s basse tempera- 
ture de fagon ~ lui conf~rer la rigiditd ndcessaire. I1 est 
alors activd ~t l'aide d'une m6thode classique, par 

1 

2.10 "1 

5.1o. \ / 

2,5.10"| . . . . . . . . . . .  ~ , 
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Fig. 3. Lyophil isat ion d 'une  solution de phosphol ipides  ~ 0 ,5% dans  
le benz~ne sur suppor t  de polys tyrene  ~\ 0 ,1%. 



244 Art ic les  g f n 6 r a u x  - ( )be rs ich t s re fe ra te  EXPERIENTIA X X  I/5 

exemple par irradiation, qui fair apparai tre  une quan- 
tit4 61ev6e de radicaux libres. 

On proc6de ensuite, Eventuellement, A un r6chaufte- 
ment  mEnag6 du syst4me excite sans toutefois d6passer 
la temperature 5̀  laquelle risque de se produire une 
dEsactivation spontan6e par migration radicalaire, 
puis on entreprend sa dessiccation. Celle-ci s'op6re par  
lyophilisation, c'est-~-dire essentiellement par  sublima- 
tion des mol6eules du ou des solvants congelds, cette 
cryodessiccation 6tant effectuEe de pr6f6rence sous 
vide 61ev6. 

On rdalise ainsi une dessiccation pouss6e ~ basse 
temp6rature jusqu'~ obtention d 'un syst6me sec, forte- 
ment charg6 en radicaux libres devenus stables et qui 
peut alors 4tre r6chauff6 jusqu% la temp6rature am- 
biante oh on le conservera soit sous vide, soit sous 
l 'atmosph6re protectrice d 'un gaz neutre et sec (azote, 
argon.. .) .  

L'originalit6 du procEdE consiste dans le fait que les 
radicaux libres se t rouvent  stabilis6s par  la combinaison 
de deux ph6nom6nes: 

Les radieaux form,s  par irradiation au sein de la 
solution eongel6e et maintenus immobiles par la basse 
temp4rature se trouvent successivement isol6s, et de 
ta sorte immobilisEs dans leur site m4me de formation 
par la progression du front de dessiccation vers l'int6- 
rieur de la masse rigide. En fin d'op6ration, par suite de 
l 'absenee de milieu rEactionnel entre eux, ils ne peuvent  
plus se recombiner et demeurent donc/ t  l 'Etat radica- 
laire. 

Ceux des radicaux qui sont formEs lors de la pdriode 
d 'activation dans les veines de solvant congelE et qui 
risquent d%tre entrainds lors du processus de sublima- 
tion sont Iix6s par  adsorption sur l'Enorme surface 
interne que repr6sente le produit see pEriphErique. En 
effet, la dessiecation s 'op6rant 5. part ir  de la surface 
libre externe du syst6me congelE, une couche d'6pais- 
seur croissante de produit sec se forme au fur et 5. 
mesure que le front de dessiccation s'enfonce vers la 
partie centrale de l'Echantillon. Elle exerce une action 
filtrante sur les vapeurs 6mises par  l'Echantillon lui- 
marne qui se comporte comme un syst6me auto- 
absorbant. Cette r4tention suppl6mentaire de radicaux 
libres vient accroltre l 'effet pr6cddent et contribue 5. 
maintenir le caract6re ¢actif~ du syst4me initial. 

Le proc6dE que nous proposons 1~ combine donc les 
avantages de la stabilisation par les basses temp6ra- 
tures, ceux de ta dessiccation et ceux qu apporte la 
technique d 'adsorption sur filtres actifs. 

Exemple: En utilisant comme syst~me exp6rimentat 
une solution de l-lysine ~ 10~o activ6e par  irradiation 7 
5. --196°C, on met  en Evidence l'int6r~t d 'une lyo- 
philisation conduite A tr~s basse tempera ture  sur la 
conservation des radicaux libres. Le Tableau I I  montre 
les r6sultats de l 'analyse effectu6e 5. + 20°C par r6- 
sonance paramagnf t ique  Electronique (appareil micro- 

spin Hilger and Watts  - bande X) sur des Echantillons 
conserv6s 8 jours A I~ t a t  sec. 

Ce r6sultat s ' interpr6te ais6ment en consid6rant les 
courbes de thermoluminescence des deux syst6mes 
irradi6s off apparal t  une dEsactivation spontanEe entre 
- 172 et - 94°C. 

I I I .  Ly@hilisation des solutions darts l'anhydride 
carbonique tiquide 

De mbme que l 'ammoniac,  l 'anhydride carbonique 
peut ~tre utilis6 comme solvant. Ses caractdristiques 
physiques trgs spEciales lui conf~rent d'ailleurs, dans ce 
eas pr6cis, de remarquables propri6t6s que nous avons 
voulu 6tudier en 6troite collaboration avec le Centre 
d 'Etudes  Cryogfniques de FAir Liquide ~. 

Pr@aration des solutions. La dissolution de com- 
posds ou l 'extraction de syst~mes par  l 'anhydride car- 
bonique liquide se font sous pression et 5~ basse tempE- 
rature. Nous avons rfalis6 dans ce but un appareillage 
sp6eial (Figures 4 et 5) 6prouv6 A 75 kg/cm ~ off le gaz 
liqudfi6 peut fitre admis A la temperature  de - 35°C, 
sous 12 kg de pression, dans un rdcipient cylindrique 
contenant la substance A dissoudre ou A extraire. La 
mise en solution se fait avec agitation continue et sous 
contr61e visuel. 

Lyophilisation - Congdlation. Lorsque. la solution est 
prfite, on peut en effectuer la congdlation de deux 
fa~ons difffrentes: (a) Par  d6tente de l'atmosph&re in- 
terne de l'appareil, la temperature s'abaisse jusqu'au 
point triple (--56,6°C = 5,2 kg absolus) par  suite de 
l '6vaporation intense du liquide. Si la detente se pour- 
suit, l 'ensemble se cong~le brutalement sous la forme 
d'une masse plus ou moins r6guli~re qui at teint  
- 7 8 , 8 ° C  lorsque Yon rejoint la pression atmosph6- 
rique. Dans cette op6ration, on a perdu les 3/4 du 
liquide avec les risques d 'entralnement  que cela corn- 

T a b l e a u  11 

Sys t~me 

Dose T ° de  In tens i t6  
d ' i r r a d i a t i o n  lyoph i l i s a t ion  re la t ive  d u  
r a y o n s  ~ °C s igna l  R P E  

l-lysine A 10% 
d a n s  t t~O 0 --  30 0 

l - lysine ~ 1 0 %  
d a n s  H 2 0  1.000,000 r a d s  - -  30 2 .000 

l- lysine "~ 1 0 %  
d a n s  NH~ 1.000.000 r a d s  --  120 A --  110 6 .000.000 

7 A Sassenag¢  {tsOre, F rance) .  
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porte et obtenu une structure spumeuse peu propice 
de bons transferts de chaleur. (b) Dans la deuxi~me 
technique, on refroidit la solution par circulation 
d 'azote liquide dans le serpentin situ6 sous le r6cipient 
qui la contient. La pression s'abaissant au fur et ~t 
mesure que la temperature d~crolt, on maintient une 
pression constante 6gale ~ 10 kg grhce ~ une arriv~e 
d'azote. De la sorte, on peut congeler r6guli~rement 
le liquide en une plaque homogbne sans variation 
importante  de volume. Vers --110°C, on effectue 
la remise ~t la pression atmosph6rique par d6tente 
de l'azote. 

Lyophilisation - Sublimation. La sublimation de 
l 'anhydride carbonique solide s'effectue spontan6ment 
~t - 78,8°C et ~ la pression atmospMrique. I1 suffit 
donc d 'at teindre cette temperature pour que la dessic- 
cation commence. On pourra alors en r~gler la vitesse 
en dosant l 'apport  de chaleur dans la spirale situ6e 
sous le produit congeld, tout en maintenant la temp6- 
rature constante et ~gale 5. - 78,8°C. On r~alise ainsi 
automat iquement  une lyophilisation d basse tempdra- 

ture, ~t la pression atmosphdrique et qui peut ~tre ~t 
vitesse ~levde. 

La Figure 6 en donne un exemple dans le cas d 'une 
solution de camphre ak 20°/0 dans le CO2 liquide. 
Comme l'indiquent les diverses co.urbes, l 'op~ration est 
trbs rapide et dans sa phase initiale on note des vitesses 
de migration du front de sublimation allant jusqu'/t 
15 mm/h. Ceci est dfi ~ l'excellent transfert de chaleur 
au travers de la masse rigide. L'enfoncement de l 'inter- 
lace de dessiccation des deux c6t~s de la plaque, rend 
ensuite le passage des calories plus difficile, ce qui ex- 
plique le ralentissement de son ~volution (de 3 ~t 
8 mm/h). 

En fin d'op6ration, on trouve un produit parfaite- 
ment sec et qui pr~sente toutes les caract6ristiques 
d'une substance bien lyophilis~e, 

De nombreuses applications de cette m~thode sont 
l'6tude dans notre laboratoire. 

Conclusions 

Nous pensons que ce dernier exemple montre com- 
bien on peut attendre de l'extension du proc6d6 de 
lyophilisation aux solvants non aqueux. On dispose 1~, 
en effet, d'une m6thode originale permet tant  la prg- 
paration rapide de substances instables ~ haute activit6 
et, le plus souvent, par traitement/L tr~s basse tempe- 
rature. La Chimie, comme la Biologie et les Industries 
Alimentaires y feront sans doute largement appel. 

Fig. 4. Appareillage utilis6 pour les lyophilisations dans l'anhydride 
earbonique. 1, eneeinte 6tanche rdsistante ~ la pression; 2, plateau 
support  permet tant  soit la eong61ation par circulation d'azote 
liquide (3), soit le chauffage par r6sistance 61ectrique (4); 5, r6cipient 
servant  ~. la lyophilisation; 6, niveau h lecture directe; 7, couples 
thermodleetriques 6tag6s; 8, agitateur mobile; 9, eanalisation d'ar- 
riv6e du CO 2 liquide; 10, canalisation d'azote gazeux; 11, Hublots 

d'observation. Fig, 5 
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Fig. 6. Analyse des diffdrentes phases de 
la lyophilisation d'une solution de camphre 

20 % dans i'anhydride carbonique. 

Summary. A new deve lopmen t  is made  to enlarge 
the  field of lyophi l iza t ion  using non-aqueous  media .  
Uns tab le  compounds  are preserved  b y  freezing and  
d ry ing  the i r  solut ions  in organic  solvents .  The  same 
technique  app l ied  to  chemicals  dissolved in l iquid  am-  
monia  enables  the  p r e p a r a t i o n  of s tab le  concen t r a t ed  

free radicals ,  due to the  ve ry  low t e m p e r a t u r e  of 
sub l ima t ion  of frozen NHa. F ina l ly ,  expe r imen t s  are 
made  de mons t r a t i ng  the  possibi l i t ies  of high veloci ty ,  
low t e m p e r a t u r e  sub l ima t ion  of solut ions in solid CO 2 
at  no rma l  a tmospher ic  pressure.  


