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POVZETEK

Liofilizacija, oziroma suSenje z zamrzovanjem, je za-
radi narasSCujoCega Stevila kompleksnih zdravilnih
ucinkovin pogosta metoda izdelave zlasti parente-
ralnih farmacevtskih oblik, obenem pa omogoca
tudi izdelavo zdravil, ki so z vidika nacina aplikacije
pacientu prijaznejSe, kot npr. peroralni liofilizati, kar
je Se zlasti pomembno pri zdravljenju otrok in sta-
rostnikov ter pri terapiji nekaterih psihiatricnih obo-
lenj. Nacelo vpeljave razvoja izdelkov z vgrajeno ka-
kovostjo v proizvodnjo liofilizatov ustvarja potrebo
po zanesljivih metodah vrednotenja kriticnih para-
metrov kakovosti konénega izdelka, procesnih spre-
menljivk in vhodnih materialov. Clanek zajema pre-
gled najpogostejsih in inovativnih metod vrednotenja
kriti¢nih lastnosti liofilizatov in medprocesnih lastnosti
materialov za namen optimizacije procesnih pogojev
in sestave formulacije.

KLJUCNE BESEDE:
liofilizacija, metode, predformulacija

ABSTRACT

Due to the increasing complexity of new active
substances, lyophilisation or freeze-drying is a
commonly used processing method especially for
the production of parenteral dosage forms.It also
enables the production of medicines that are adap-
ted for the individual patient needs in terms of ap-
plication, especially oral lyophilisates for children
and elderly or patients with certain psychiatric di-
sorders. The principle of Quality by Design in the
development and production of lyophilisates crea-
tes the need for reliable methods to evaluate critical
quality parameters of medicines and critical attri-
butes of starting materials. This article reviews the
most common and innovative methods for the
evaluation of critical in-process material attributes
and critical quality attributes used during optimi-
sation of process parameters and formulation
composition.
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lyophilisation, methods, preformulation
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uvoD

Liofilizacija oz. suSenje z zamrzovanjem (angl. freeze-drying)
je oblika susenja, ki poteka pri nizkem tlaku in temperaturi
in je sestavljena iz zamrzovanja, primarnega ter sekundar-
nega susenja (1). Zaradi moznosti aseptic¢ne priprave iz-
delka se lidfilizacija ob naraS€ujoCem Stevilu bioloskih in
podobnih bioloSkih zdravil za parenteralno aplikacijo vse
bolj uveljavija v farmacevtski industriji. Proces uporabliamo
tudi za pripravo peroralnih farmacevtskih oblik (FO) s ta-
kojsnjim spros€anjem, saj porozna struktura z visoko spe-
cificno povrsino pospesi sproscanje ter poveca biolosko
uporabnost (BU) zdravilne ucinkovine. To je Se zlasti po-
membno za bolnike, ki imajo tezave s poziranjem ali zdravila
nocCejo pogoltniti, kot npr. starejSi odrasli, otroci in psihia-
triéni bolniki (2). Ocenjeno je, da se bo vrednost trga liofili-
ziranih zdravil v obdobju od 2023 do 2033 povecala za
13 % (3).

Izvajanje dobre proizvodne prakse in naCela razvoja izdelka
z vgrajeno kakovostjo (angl. Quality by Design; QbD) pri-
spevata k izdelavi kakovostnih zdravil ob razumevanju in
nadzoru procesa. Nacela QbD obsegajo kriticne parametre
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Slika 1: Nabor kriticnih lastnosti vhodnih materialov (CMA) med
liofilizacijo in kriticnih parametrov kakovosti (CQA) liofilizata (5).
Figure 1: Overview of critical material attributes (CMA) during
Iyophilisation and critical quality attributes (CQA) of lyophilisate (5).

kakovosti (angl. critical quality attributes; CQA) oz. fizikalne,
kemijske, bioloSke ter mikrobioloske lastnosti liofilizatov, ki
s postavitvijo specifikacij opredeljujejo kakovost kon¢nega
izdelka. Pristop hkrati vkljuCuje opredelitev kriticnih lastnosti
vhodnih materialov (angl. critical material attributes; CMA)
ter kriticnih procesnih spremenljivk. Slednje so opredeliene
kot procesne spremenljivke, ki morajo biti znotraj predpi-
sanih mej za ohranitev CQA kon&nega izdelka (4, 5). V na-
daljevanju so predstavljene metode za vrednotenje najpo-
membnejSih medprocesnih CMA in CQA v proizvodniji
liofilizatov (slika 1), ki omogogajo vpeljavo nacela QbD. Ce-
prav so sorodne snovi, vezane na kemijsko vrednotenje
vsebnosti necistot in razgradnih produktov zdravilne ucin-
kovine, pomemben del CQA, je njihova obravnava izvzeta
iz obsega pridujodega Slanka. Siritev nabora metod za
vrednotenje liofilizatov prispeva k razvoju novih CQA ter
pogloblienega razumevanja njihove vzrocne povezanosti s
procesnimi spremenljivkami, kar je klju¢no za smotrno op-
timizacijo in naCrtovanje procesa liofilizacije.

METODE VREDNOTENJA
IZGLEDA LIOFILIZATOV

Izgled liofilizata oz. liofilizacijske pogace uvr§¢amo med
CQA, s3j je lahko pokazatelj neustrezne sestave formulacije
ali neustreznih procesnih pogojev, prav tako pa vpliva na
zaupanije v kakovost zdravila s strani koncnega uporabnika.
Regulatorne agencije sprejemiljiv izgled liofilizata oprede-
liujejo kot liofilizacijsko pogaco »primernega« videza, ho-
mogene obarvanosti in strukture z volumnom, enakim vo-
lumnu tekoCine ob polnitvi, pri Cemer natancnejsi kriteriji
niso podani. Za prenos liofilizacijskega procesa na proiz-
vodno skalo je potreben celosten pristop k vrednotenju
strukture liofilizata, pri Cemer se pojavi potreba po kvalita-
tivnih ter kvantitativnin metodah vrednotenja izgleda liofili-
zacijske pogace z neinvazivno ter nedestruktivno naravo
0z. z moznostjo izvedbe meritev v primarni ovojnini (pre-
glednica 1) (6, 7).

2.1 VIZUALNA OCENA

Vizualna ocena liofilizacijske pogace je hitra in nedestrukti-
vna metoda za oceno makroskopskega izgleda liofilizacij-
ske pogace (vdrtine, razpoke, kolaps itd.) skozi osvetljeno
vialo pred temnim ozadjem. Omejitev te metode je nez-
moznost dokumentiranja napak v videzu liofilizacijske po-

348 Farm Vestn 2024; 75




Preglednica 1: Pregled metod vrednotenja izgleda liofilizacijske pogace s pristopi zajema slik in analize (7).
Table 1: An overview of imaging and image analysis techniques for cake appearance evaluation (7).

Vrednotenje | Vrednotenje Nc_)tranja .. .. _.|Analiza vzorca | x .
. . mikroskopska | Kvantitativni Cas meritve /
Metoda zunanjega | notranje . po celotnem
. struktura / podatki zahtevnost
videza strukture .. volumnu
morfologija por
Vizualna ocena |da ne ne ne ne n.a.* /nizka
Tr|d|menzu?nalr.|o da ne ne da ne 3 min /nizka
lasersko slikanje
Vrsticna
elektronska N .
. . ne ne da ne ne n.a.*/srednja
mikroskopija
(SEM)
Racunalniska 1,5hdo18h/
mikrotomografija | da da da da da nizka do
(u-CT) srednja

*n.a.: not applicable (Casovnega intervala meritve ni mogoce opredeliti).

gace na mikroskopskem nivoju in v notranjosti. Subjektivna
narava te metode lahko privede do razlicnih ocen izgleda
liofilizacijske pogaCe med opazovalci in zajemanja slik ra-
zli¢nih podrodij liofilizacijske pogace (6, 7).

2.2 TRIDIMENZIONALNO LASERSKO
SLIKANJE

Z laserskim slikanjem kvalitativno in kvantitativno ovredno-
timo volumen liofilizacijske pogace. Slednjo namestimo na
vriljiv pladen; ter jo lasersko obsevamo med vrtenjem (slika
2). Lovljenje odbitih laserskih zarkov z opti¢nimi reflektorii

omogoca rekonstrukcijo volumna vzorca. Haeuser in so-
delavci so primerjali, Ce z laserskim slikanjem izmerjeni vo-
lumni liofilizacijskih poga¢ z razlicnimi delezi dekstrana in
saharoze sovpadajo s predhodno vizualno oceno izgleda
liofilizacijskin pogac, kjer je visji delez dekstrana izboljSal
izgled (7). Ugotovili so, da so meritve volumna liofilizacijskih
pogac¢ skladne z vizualnimi ocenami, kar kaze na primer-
nost metode za kvantitativno vrednotenje izgleda liofiliza-
cijske pogace na osnovi volumna. Metoda je objektivnejSa
Vv primerjavi z vizualno oceno in uporabna pri optimiziranju
formulacije ter procesnih spremenljivk. Omejitev metode
je destruktivnost, saj zahteva izpostavitev vzorca atmosferi,

_ A

odstranitev analiza oz.
rezanje vzorca slikanje
_— _— — e

Slika 2: Postopek tridimenzionalnega laserskega slikanja liofilizata. Povzeto po (7). Slika je bila izdelana s programom Biorender.
Figure 2: Procedure for threedimensional laser imaging of lyophilisates. Adapted from (7). Created in Biorender.
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kar lahko vpliva na njegov volumen zaradi skréenja ali de-
formacije ob prenosu iz viale pred samo analizo (7).

2.3 VRSTICNA ELEKTRONSKA
MIKROSKOPIJA

VrstiCna elektronska mikroskopija (angl. scanning electron
microscopy; SEM) je najpogosteje uporabliena slikovna
tehnika za doloCanje mikrostrukture in morfologije liofiliza-
cijskih pogac (7). Z elektronskimi mikroskopi lahko dose-
zemo tudi do 1.000.000-kratno povecavo in visoko loclji-
vost (okrog 1 nm) (8). Detekcija odbitih oz. emitiranih
sekundarnih elektronov omogoca tudi prikaz strukture lio-
filizata. Prednosti SEM so razmeroma enostavna priprava
vzorca, kratek Cas meritve, enostavna interpretacija slike
in ze omenjena visoka locljivost tehnike. Glavne omejitve
metode so majhna masa vzorca za analizo in slaba repre-
zentativnost celotne strukture liofilizacijske pogace, kar
kompenziramo z ve¢ meritvami z dna, sredine in vrha

vzorca. Metoda je destruktivna, saj z vzor¢enjem vplivamo
na izvorno mikrostrukturo liofilizata (9). Vpliv atmosfere med
prenosom vzorca v SEM mikroskop lahko zmanjSamo z
delom v nadzorovani atmosferi, npr. v duSikovi komori, v
prostorih z nizko relativno vlaznostjo.

2.4 RACUNALNISKA
MIKROTOMOGRAFIJA

RacunalniSka mikrotomografija (angl. micro-computed to-
mography; u-CT) je inovativna radiografska tehnika za
vrednotenje strukture vzorcev po celotnem volumnu vzorca
z locljivostjo do 1 um. Razlikujero med dvema nacinoma
vrednotenja izgleda liofilizacijske pogace, in sicer pri inva-
zivnem pristopu liofilizacijsko pogaco v nadzorovani at-
mosferi odstranimo iz viale in jo analiziramo v plasti¢nem
vsebniku z nizjo gostoto, kar omogoca kvali- ter kvantita-
tivno analizo vzorca, medtem ko pri neinvazivnem pristopu
uporabimo visje energije zarkov za prodiranje skozi stekleno

Invazivni postopek analize

odstranitev vzorca

zapremo
rezanje vdusiku [ analiza

)
plastiéni loncek

Neinvazivni postopek analize

analiza

G

v

Slika 3: Shemi invazivnega in neinvazivnega postopka racunalniske mikrotomografije. Povzeto po (7). Slika je bila izdelana s programom

Biorender.

Figure 3: Schematic presentation of invasive and non-invasive micro-computed tomography procedure. Adapted from (7). Created in

Biorender.
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vialo (slika 3). Neinvazivni p-CT je kvalitativno primerljiv z
invazivnim pristopom, a ima omejitve pri kvantitativnem
vrednotenju zaradi vpliva stekla (7). Med meritvijo z rent-
genskimi zarki obsevamo vrteC se vzorec ter lovimo iz-
hodne rentgenske zarke. Na detektorju nastanejo dvodi-
menzionalne slike z znacilnim kontrastom zaradi razlik v
intenziteti izhodnega rentgenskega zarka med podrocji z
razlicno gostoto materiala. Metoda je sposobna lociti po-
dro¢ja z nakopiCenim kolapsiranim materialom z vi§jim
kontrastom ter ovrednotiti homogenost (7). Z u-CT lahko
dolocimo volumen liofilizacijske pogace ob hkratnem vred-
notenju razpok in praznin v notranjosti liofilizacijske pogace,
ki jin s tridimenzionalnim laserskim slikanjem ne zaznamo.
Visokolocljivostni y-CT omogoca koreliranje oblike por in
celokupne poroznosti liofilizacijske pogace z uporom proti
toku vodnih hlapov med suSenjem, kar omogocCa oceno
hitrosti sublimacije in trajanja primarnega susenja. V pri-
merjavi s SEM dobimo sliko celotne liofilizacijske pogace
ob minimalnem poseganju v osnovno strukturo, vendar
slabse locljivosti (7, 10).

2.5 ANALIZA TEKSTURE VZORCA

Analiza teksture vzorca je Siroko uporabliena tehnika za
vrednotenje mehanskih lastnosti trdnih FO, ki omogoca
kvantitativno vrednotenje krhkosti in elasti¢nosti liofilizatov
(11). Metoda je enostavna in robustna ter razlikuje med
liofilizacijskimi pogacami v odvisnosti od njihove sestave in
pogojev shranjevanja. Ceprav ne omogodéa slikovne analize
liofilizacijskih pogac, izmerjene mehanske lastnosti vzorca
dobro korelirajo s strukturnimi lastnostmi in izgledom liofi-
lizacijske pogace. Omogoca oceno robustnosti liofilizacijske
pogace z vidika distribucije konénega izdelka, kar je Se
Zlasti pomembno zaradi mehanskih stresov med transpor-
tom. Hackl in sodelavci so metodo za vrednotenje me-
hanskih lastnosti liofilizatov poimenovali penetracijski test
(angl. probe penetration test) (11). Med tovrstno meritvijo
cilindricno sondo pomikamo z izbrano hitrostjo (npr. 0,01
mm/s) do doloCene globine liofilizacijske pogace (npr. 3
mm), ki se nahaja v primarni ovojnini (slika 4). Pri tem me-
rimo silo v odvisnosti od globine penetracije sonde oz.
Casa ter na podlagi dobljenih rezultatov razlikujemo med
razlicnimi vrstami deformacije vzorca. Vedja sila je potrebna
pri strukturno trsih vzorcih in vecji globini penetracije. Pred-
nost penetracijskega testa je vecCja tocnost rezultatov v
primerjavi z drugimi metodami, npr. termomehani¢no ana-
lizo, zaradi minimalne manipulacije vzorca, ki ga analizi-
ramo znotraj viale. Hackl in sodelavci so z opisanim pri-
stopom uspeli opredeliti mehansko trdnost liofilizacijskin

pogac, ki je sorazmerna z maksimalnim stresom oz. mak-
simalno silo potrebno za prodiranje sonde v liofilizacijsko
pogaco. S tem so razlikovali med krhkimi liofilizacijskimi
pogacami manitola, z maksimalnim stresom 0,02 N/mm?
in robustnimi liofilizacijskimi pogacami zelatine z maksi-
malnim stresom do 1,96 N/mm? (11).

METODE ZA DOLOCANJE
VSEBNOSTI VODE V
LIOFILIZATU

Vsebnost vode je eden izmed najpomembnejsSih CQA, saj
voda deluje kot mehcalo liofilizata, reaktant, medij in kata-
lizator razgradnih poti ucinkovine ter kot taka vpliva na
stabilnost vzorca med shranjevanjem. Metode, ki omogo-

Slika 4: Analiza teksture liofilizata (vir: arhiv avtorjev).
Figure 4: Texture analysis of lyophilisates (photo taken by the
authors).
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¢ajo dolo¢anje vsebnosti vode, so pomembne za optimi-
zacijo sestave formulacije in izbiro procesnih pogojev liofi-
lizacije (5, 8).

3.1 KARL-FISCHERJEVA TITRACIJA

Karl-Fischerjeva (KF) titracija je analizna metoda za dolo-
Cevanje vsebnosti vode, ki temelji na kemijski reakciji med
jodom in vodo (8).

Karl-Fischerjeva reakcija:
H,0 +/,+ SO, + CH,OH + 3RN = [RNH]SO ,CH, + 2[RNH]

Prednost titracije KF je visoka selektivnost, saj jod reagira
zgolj z molekulami vode. KF titracija omogoca hitro analizo
— rezultat v dveh minutah, visoko to¢nost in natan¢nost
ter doloCanje v Sirokem obmocju vsebnosti vode. Vzorce
z ViSjo vsebnostjo vode lahko titriramo volumetri¢no, med-
tem ko se za niZje vsebnosti vode (npr. pod 50-100 ppm)
priporoCa kulometri€ni pristop meritve. Pri volumetricnem
nacinu titrant dodajamo z bireto, medtem ko pri kulome-
triénem nacinu titrant nastaja elektrokemijsko v notranjosti
merilne komore iz jodida (1) (12). Po dodatku joda v pre-
iskovano raztopino ta reagira z vodo, pri ¢emer je koli¢ina
vode v preiskovani raztopini liofilizata v organskem topilu
dolocCena iz toka, ki je potreben za tvorbo joda iz jodida, ali
volumna porablienega titranta. PriCakovane vsebnosti vode
koncnih liofilizatov so obi¢ajno med 1 in 2 % celokupne
mase, pri cemer so koncne vsebnosti vode odvisne od
stabilnosti posamezne formulacije in vrste uporabliene
zdravilne ucinkovine (8, 12).

3.2 BLIZNJA INFRARDECA
SPEKTROSKOPIJA

Vodne molekule absorbirajo bliznjo infrardeco (angl. near-
infrared; NIR) svetlobo z valovno dolzino med 780 in
2500 nm. Gre za hitro, neinvazivno in nedestruktivno me-
todo, saj meritev traja le nekaj sekund skozi primarno
ovojnino, npr. vialo (8). Vzorec lahko nato uporabimo za
nadaljnje analize, npr. vrednotenje sorodnih snovi, kar je
koristno pri optimizaciji porabe vzorca. Spektroskopija
NIR je uporabna kot procesno analizna tehnologija za
nadzor vsebnosti vode v seriji izdelka z moznostjo merje-
nja na mestu izvajanja procesa oz. za doloCanje koncne
toCke suSenja z merjenjem znotraj procesa, v primeru
vgradnje sonde v notranjost liofilizatorja (14). Vecjo tocnost
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rezultatov zagotovimo s kalibracijo relativne metode spek-
troskopije NIR z absolutno metodo titracije KF, ki arbi-
trarno vrednost absorpcije vode poveze z maso vode v
vzorcu. Spremembe ovojnine, sestave formulacije in vo-
lumna polnitve zahtevajo ponovno multivariantno kalibra-
cijo analizne metode. Kljub oviram se je metoda v industriji
izkazala za uspesSno pri doloCevanju razlik v vsebnosti
vode znotraj in med serijami (15). Preskar in sodelavci so
potrdili uporabnost principa spektroskopije NIR za kvan-
titativno doloCanje vsebnosti vode v liofilizatu z merjenjem
na mestu izvajanja procesa (14).

TERMOANALIZNE METODE

Termoanalizne metode so pomembne pri zasnovi liofiliza-
cijskega cikla, saj omogocCajo doloCanije kriticnih temperatur
procesa (T 9’1, T2 inT29), pri katerih prihaja do skréenja
0z. porusenja strukture med suSenjem. Trenutno v farma-
cevtski industriji med termoanaliznimi metodami previaduje
diferen¢na dinamic¢na kalorimetrija (angl. differential scan-
ning calorimetry; DSC). Zaradi moznosti simulacije liofiliza-
cijskega cikla so pomembne tudi mikroskopske metode s
posnemanjem procesa liofilizacije na nivoju nekaj plL vzorca
8).

4.1 DIFERENCNA DINAMICNA
KALORIMETRIJA

Z DSC lahko kvalitativno in kvantitativno ovrednotimo ter-
micne pojave, kot so kristalizacija, steklasti prehodi, taljenje
ipd. Merimo razliko v toplotnem toku med vzor¢nim in
praznim referencnim lon¢kom ob segrevanju oz. ohlajanju
v odvisnosti od ¢asa oz. temperature (16). Metoda je pri-
merna za analizo suhe liofilizacijske pogace, Kjer vzorec
segrevamo za dolo¢anje stopnije kristalnosti ter Tg“. Kljuc-

" Temperatura steklastega prehoda maksimalno koncentrirane razto-
pine. Pomembna za amorfne liofilizacijske pogace.

2 Temperatura tali$¢a evtektika. Pomembna za kristalne liofilizacijske
pogace.

3 Temperatura kolapsa oz. razpada strukture med primarnim suse-
njem, obi¢ajno dolo¢ena z mikroskopijo z zamrzovanjem in susenjem.

4 Temperatura steklastega prehoda suhe liofilizacijske pogace. Tem-
peratura shranjevanja mora biti pod to temperaturo.
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nega pomena za optimizacijo liofilizacijskega cikla je DSC
analiza raztopine za liofilizacijo, saj omogoca dolocitev
kriticnih temperatur (Tg’, T,,) pri zasnovi liofilizacijskega
cikla (slika 5). Med ohlajanjem se teko& vzorec podhlajuije,
dokler ne pride do nukleacije in kristalizacije manjSega
deleza vode v led, Cemur sledi koncentriranje topliencev
v preostali raztopini do nasi¢enja. Ob nasi¢enosti razto-
pine topliencev lahko ta preide v steklasto stanje (Fg’) 0z.
kristalizira v evtektik. Steklasti prehod je na termogramu
viden v obliki stopniCastega prehoda bazne linije zaradi
spremembe toplotne kapacitete vzorca, medtem ko je
tvorba evtektika vidna kot manjsi eksotermni vrh. Med
segrevanjem ponovno opazimo steklasti prehod raztopine
topliencev (16). Zaznava Tg’ je obi¢ajno povezana tudi s
hitrostjo segrevanja oz. ohlajanja vzorca, zato se za to-
¢nejSo meritev priporocajo pocasnejse hitrosti segrevanja
in ohlajanja, in sicer 1-2 °C/min (17). V primeru evtekti¢ne
zmesi prihaja do taljenja evtektika (endotermni dogodek),
pri Cemer maksimalno koncentrirana steklasta domena
preide Se en steklasti prehod zaradi sproS¢ene vode. Ta-
liilni vrh evtektika je obicajno zakrit z mnogo vedjim taliinim
vrhom ledu (8).

4.2 MIKROSKOPIJA Z ZAMRZOVANJEM
IN SUSENJEM

Mikroskopija z zamrzovanjem in suSenjem (angl. freeze-
drying microscopy; FDM) omogoca simulacijo liofilizacij-
skega cikla na majhnem volumnu raztopine ob nadzoru
temperature ter znizanem tlaku (8, 24). Z mikroskopsko
povecavo lahko dolo¢imo temperaturo kolapsa (T ) zamrz-
njene liofilizacijske pogaCe med primarnim suSenjem. Vred-
nosti so bolj reprezentativne v primerjavi z DSC in neodvi-
sne od narave kolapsa (steklast prehod oz. taljenje
evtektika). Ob dosegu kriticne temperature (T, ) se za
sublimacijsko fronto pojavijo svetline, ki jim sledi pojav
praznin in popolna izguba strukture (slika 6) (8, 24). Ome-
njena mikroskopska metoda omogoca raziskovanje vpliva
nacina zamrzovanja na morfologijo kristalov ter oceno hi-
trosti sublimacije med primarnim suSenjem. Pri uporabi
polarizirane svetlobe lahko zaradi dvolomnosti kristalov lo-
¢imo svetla kristaliniCna in temno obarvana amorfna ob-
mocija, kar vpliva na stabilnost, rekonstitucijski Cas in izgled
koncnega zdravila (8). MoZne so razlike med T, v liofiliza-
torju in med meritvijo FDM zaradi razli¢nih pogojev in vec-

Smer eksotermnih
dogodkov

(nastanek ledu)

Toplotni

tok —
i ohlajanje

kristalizacija vode

il

Smer endotermnih
dogodkov

taljenje evtektika

rekristalizacija
vode

taljenje ledu

Temperatura

Slika 5: Termogram liofilizacijske raztopine. Povzeto po (16).
Figure 5: Thermogram of lyophilisation solution. Adopted from (16).
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osusen del

Slika 6: Prikaz sublimacijske fronte na mikroskopu z zamrzovanjem
in susenjem (vir: arhiv avtorjev).

Figure 6: Sublimation front during freeze-drying microscopy (photo
taken by the authors).

jega Stevila necistot med meritvijo FDM, saj slednje delujejo
kot nukleacijska jedra (18).

METODE DOLOCANJA
KRISTALNOSTI

Kristalnost in specificna povrsina komponent (poglavje 6)
vplivata na CQA liofilizata. Med slednje uvrs€amo stabilnost
med shranjevanjem in Cas rekonstitucije pred aplikacijo
zdravila.

5.1 RENTGENSKA PRASKOVNA
DIFRAKCIJA

Rentgenska praskovna difrakcija (angl. X-ray powder dif-
fraction) je uporabna metoda za dolo¢anje kristalnosti lio-
filizatov (8). Pri tej metodi je monokromatski rentgenski za-
rek usmerjen proti vzorcu, pri ¢emer je intenziteta
difrakcijskega zarka odvisna od kota vpadnega zarka. Kri-
stale v preiskovanem materialu opazimo kot znacilne vrhove
pri doloCenem vpadnem kotu, kar omogoca raziskovanje
polimorfizma materiala (19). Metoda omogoca sledenie fi-
zikalnim spremembam vzorca med shranjevanjem. Stopnja
kristalnosti ogrodija je klju¢na pri proteinskih zdravilnih ucin-
kovinah, kjer na njihovo stabilnost tekom shranjevanja vpliva
kristalizacija lio- in krioprotektantov. Cavatur in sodelavci
so difraktometer opremili s hladilno mizico in vakuumom
ter dolocali kristalnost raztopin z razli¢nimi koncentracijami
nafcilina in situ v odvisnosti od parametrov zamrzovanja.
Ugotovili so, da je delez kristaliziranega nafcilina sorazme-
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ren s ¢asom temperiranja® med zamrzovanjem ter neodvi-
sen od koncentracije. Slednje omogoca optimizacijo pro-
cesnih pogojev za doseganje zelenih oblik kon¢nega liofi-
lizata (20).

METODE DOLOCANJA
SPECIFICNE POVRSINE
IN GOSTOTE

6.1 BRUNAUER-EMMETT-TELLER

Plinsko adsorpcijo pogosto uporabliamo za dolo¢anje
specificne povrsine liofilizatov. Pri metodi Brunauer-Em-
mer-Teller povrsino snovi ocenimo v podrocju reverzibilne
plinske adsorpcijske izoterme tipa Il, kjer se pri nizkih
tlakih plinske molekule adsorbirajo na povrSino snovi v
obliki monosloja (8). Med analizo v komoro z osusenim
vzorénim materialom dovajamo plin, obi¢ajno dusik pri
temperaturi 77 K. Povrsino snovi izraCunamo iz podatka
o povrsini molekule plina. Wang in sodelavci so ugotovili,
da potek procesa zamrzovanja pomembno vpliva na spe-
cificno povrsino liofilizirane formulacije z monoklonskim
protitelesom. Rezultati Studije kazejo, da obi¢ajno zamr-
zovanje do kon&ne nastavljene temperature police in niz-
jimi temperaturami nukleacije vodi k vecjim specifinim
povrdinam (1,4 m?/g) v primerjavi z zamrzovanjem z do-
danim temperiranjem (0,8 m?/g) (25). Omejitev metode je
njena primernost zgolj za neporozne materiale oz. mate-
riale s premeri por vecjimi od 2 nm. Na to¢nost dolocitve
povrSine liofilizatov vplivajo hlapne snovi in adsorbirani
plini 0z. voda, zato moramo vzorec predhodno osusiti
oz. razpliniti (21).

6.2 PLINSKA PIKNOMETRIJA

Metodo plinske piknometrije uporabliamo za dolo&anje go-
stote in posredno prek volumna liofilizacijske pogace tudi
poroznosti liofilizatov. Metoda deluje na osnovi prodiranja
inertnega plina v vzorec in posledicnega znizanja tlaka v
merilnih celicah, kar omogoca dolo¢anje toCnega volumna
vzorca. Obicajno se zaradi majhnosti atomov in dobre pro-
dornosti v vzorec uporablja helij (22). Plinska piknometrija
pri vrednoteniju liofilizatov ni pogosta, Ceprav omogoca po-

5 Korak faze zamrzovanja (angl. annealing), namenjen doseganju kri-
stalizacije sestavin formulacije pri visji temperaturi police (10-20 °C
nad Tg’).
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sredno doloditev prostega volumna in poroznosti liofiliza-
cijske pogace. Prosti volumen je sorazmeren s povrSino
medfaze, na kateri lahko prihaja do razgradnje bioloskih
zdravilnih u€inkovin. Stange in sodelavci so piknometricno
dolocili pravo gostoto intaktnih liofilizacijskin pogac iz ma-
nitola in saharoze za razliko od ustaljenih destruktivnih pri-
stopov s stiskanjem in mletiem (23). Visoko povezanost
por liofilizata so potrdili z meritvami p-CT. Ugotovili so, da
je za to¢no dolocitev gostote liofilizata potrebno vecje Ste-
vilo ciklov prepihovanja (vsaj 60) za odstranitev hlapnih
substanc. Gostote, dolo¢ene z dusikom in zveplovim hek-
safluoridom, so primerljive, medtem ko gostote, doloCene
s helijlem, odstopajo zaradi absorpcije plina v notranjost
liofilizacijske pogace. DuSik je primeren za plinsko pikno-
metrijo liofilizatov, saj kljub slabsi prodornosti omogoca
koreliranje gostote z morfoloSkimi znacilnostmi liofilizacijske
pogace (23).

SKLEP

Vrednotenje liofilizatov z analiznega staliS¢a predstavlja
poseben izziv v primerjavi z vrednotenjem drugih trdnih
farmacevtskih oblik. Pri analizi strukturnih znacilnosti je
kriticna predpriprava vzorceyv liofilizatov, ki morajo ohraniti
informacije o izvirni strukturi liofilizata. Dodatno oviro
predstavlja tudi visoka specifi¢na povrsina in higroskop-
nost analiziranega materiala, ki zahtevata predpripravo
vzorcev v nadzorovani atmosferi (npr. dusik, suha klima).
Pomen procesa liofilizacije je neposredno povezan z raz-
vojem bioloskih zdravil, pri ¢emer mora biti proces ustre-
zno nacrtovan. Skladno s tem se v zadnijih letih pospesSuje
razvoj analiznih metod za vrednotenje kriti¢nih lastnosti
liofiliziranega produkta in neposredno spremljanje pro-
cesa.

IZJAVA

Delo je nastalo v okviru raziskovalnega programa (P1-
0189), ki ga je sofinancirala Javna agencija za znanstve-
noraziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike Slo-
venije.
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