
Souhrn

Lyofilizácia je plne priemyselne etablovaná metóda
su‰enia so ‰irok˘mi moÏnosÈami pouÏitia pri príprave
liekov. Jej relevancia v ostatn˘ch rokoch rastie najmä
vìaka veºkému poãtu terapeuticky v˘znamn˘ch proteí-
nov, zväã‰a obmedzene stabiln˘ch vo vodnom prostredí.
Lyofilizácia proteínov priná‰a ‰pecifické problémy,
nakoºko poãas procesu je molekula vystavená rôznym
typom záÈaÏe, ktoré môÏu viesÈ k denaturácií a strate
aktivity. Dôkladné pochopenie vlastností lieãiva
a fyzikálno-chemick˘ch základov a javov, ku ktor˘m
dochádza poãas jednotliv˘ch fáz lyofilizácie, je preto
základn˘ predpoklad pre v˘robu kvalitného, úãinného
a bezpeãného lieku. Snaha minimalizovaÈ náklady, roz‰í-
riÈ moÏnosti pouÏitia a zv˘‰iÈ kvalitu vedie v˘robcov lie-
kov a zariadení k r˘chlemu zavádzaniu nov˘ch techno-
lógií, ako napr. technológie na anal˘zu procesov (PAT),
metódy kontrolovanej nukleácie ãi ‰pecifické typy pri-
márnych obalov. 
Kºúãové slová: lyofilizácia • proteíny • su‰enie • tech-
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Summary

Lyophilisation is a well-established method for drying of
various substances with a wide range of applications in
the pharmaceutical area. During the last decade its
relevance increases with a number of therapeutically
used proteins. A sensitive protein drug may undergo

several changes, like unfolding and loss of activity due to
various stresses during the lyophilisation process.
Understanding of these processes (freezing, primary
drying, secondary drying) is fundamental for manufactu-
ring of a drug product with desired properties, namely its
safety and efficacy. In order to reduce costs and increase
the quality, new technologies are being rapidly
developed and established in industrial lyophilisation
(e.g. process analytical technologies, control nucleation
techniques).
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Úvod 

Lyofilizácia (mrazové su‰enie, mrazová sublimácia,
angl. freeze-drying) je proces su‰enia, pri ktorom sa
zväã‰a vodné roztoky zmrazia a následne su‰ia sublimá-
ciou vo vákuu. Dlhodobo sa pouÏíva v celej rade prie-
myseln˘ch odvetví ako napr. v potravinárstve, archív-
nictve ãi farmaceutickom priemysle. V posledn˘ch
dekádach naberá lyofilizácia na v˘zname najmä vìaka
nárastu terapeutického pouÏívania biologick˘ch liekov
na báze rekombinantn˘ch proteínov. Primárne sa lyofili-
zácia vyuÏíva najmä na stabilizáciu lieãiv podliehajúcich
rozkladu vo vodnom prostredí. Vo v‰eobecnosti sú práve
proteíny kvôli zloÏitosti ich ‰truktúry zvlá‰È náchylné na
degradáciu a stratu aktivity. Medzi registrovan˘mi bio-
farmaceutikami na svetov˘ch trhoch je podstatná ãasÈ
práve vo forme lyofilizátov1). Príkladom môÏeme uviesÈ
známe biologické lieãivá zo skupiny cytokínov – interfe-
rón beta-1b (Extavia®), peginterferón alfa-2b
(Pegintron®), monoklonálnych protilátok – infliximab
(Remicade®), trastuzumab (Herceptin®), kanakinumab
(Ilaris®), hormónov – somatropín (Genotropin®), fakto-
rov krvného zráÏania – eptakog alfa (NovoSeven®),
nonakog alfa (BeneFix®) alebo trombolytík – altepláza
(Actylise®). Na základe predpovedí odborníkov
o ìal‰om raste odvetvia, ako aj s príchodom podobn˘ch
biologick˘ch liekov  (tzv. biosimilars) moÏno predpokla-
daÈ pokraãovanie tohto trendu2). 
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VyuÏitie lyofilizácie pri príprave modern˘ch liekov sa
v‰ak neobmedzuje len na terapeutické proteíny a peptidy.
Lyofilizácia je vyuÏívaná pri príprave a stabilizácií vak-
cín3, 4), potenciálnych lieãiv na báze nukleov˘ch kyselín
urãen˘ch na génovú terapiu5, 6), stabilizáciu mikro-
a nanoãasticov˘ch terapeutick˘ch systémov7), prípravu
prá‰kov na inhalaãnú aplikáciu8), tkanivov˘ch náhrad9)

a polymérnych xerogélov˘ch systémov na bukálnu
i topickú aplikáciu10, 11). V technológií v˘roby pevn˘ch
liekov˘ch foriem na‰la lyofilizácia uplatnenie pri prípra-
ve orodisperzibilin˘ch tabliet ako súãasÈ technológie
Zydis® (R.P. Scherer), Lyoc® (Farmalyoc) alebo Lyopan®

(Pantec AG). Lyofilizáciou je tieÏ moÏné pripraviÈ
amorfné tuhé roztoky12) alebo nanokry‰táli13) s cieºom
zv˘‰iÈ rozpustnosÈ a biologickú dostupnosÈ lieãiv. 

V̆ sledkom procesu lyofilizácie v injekãn˘ch fla‰tiã-
kách je pórovit˘ válãek (tzv. lyofilizaãn˘ „koláã“)
s veºkou vnútornou povrchovou plochou, umoÏÀujúcou
r˘chlu rekon‰titúciu pred pouÏitím. Zariadenia pouÏíva-
né na lyofilizáciu farmaceutick˘ch a biofarmaceutick˘ch
prípravkou pozostávajú zo su‰iacej komory, kondenzáto-
ra s chladen˘mi trubkami alebo platÀami a vákuovej
pumpy. Na vytvorenie vákua a odvádzanie neskondenzo-
van˘ch pár slúÏi vákuová pumpa. Niektoré v˘robné
a poloprevádzkové zariadenia sú vybavené aj uzáverou
medzi lyofilizaãnou komorou a priestorom s kon den -
zátorom. Absencia nárastu tlaku po jej zatvorení na krát-
ky ãas indikuje ukonãenie sublimácie produktu14). Krát-
kodobé niekoºkosekundové preru‰enie toku pár medzi
komorou a kondenzátorom sa po softvérovom vyhodno-
tení môÏe pouÏiÈ aj na stanovenie teploty produktu (tzv.
manometrické meranie teploty). Koncept je zaloÏen˘ na
modeli publikovanom Miltonom a kol.15) a technológia je
komerãne dostupné ako súãasÈ patentovaného systému
SMART freeze dryer® (SP Scientific Inc.).

Poãas sublimácie sú vodné pary z lyofilizovaného roz-
toku transportované ku kondenzátoru, kde kondenzujú
a vytvárajú vrstvu ºadu. Hnacou silou transportu vod-
n˘ch pár je rozdiel medzi tlakom pár nad ºadom
v produkte a tlakom nad povrchom kondenzátora16).
KeìÏe tlak pár nad ºadom je úmern˘ jeho teplote, je
nevyhnutné aby bola teplota kondenzátora poãas subli-
mácie podstatne niÏ‰ia ako teplota zmrazeného produk-
tu. SúãasÈou zariadení na lyofilizáciu sú aj rôzne senzo-
ry na registráciu tlaku, teploty, toku vodn˘ch pár,
zariadenia umoÏÀujúce ãistenie (systém CIP „clean in
place“) a sterilizáciu (systém SIP „sterilization in place“)
vnútorného priestoru, rozmrazovanie kondenzátora, ven-
tily i ‰peciálne prídavné zariadenia ako napr. mikrováhy
ãi zariadenie umoÏÀujúce vybratie fla‰tiãky z komory
bez preru‰enia vákua (tzv. „zlodej vzoriek“).

Samotn˘ proces lyofilizácie pozostáva z premeny
vody na ºad vo fáze zmrazenia, odstránenie ºadu subli-
máciou poãas primárneho su‰enia a finálne dosu‰enie
produktu odstránením nezmrznutej viazanej vody vo
fáze sekundárneho su‰enia. 

Zmrazovanie

Zmrazovanie roztoku je jedn˘m z kritick˘ch krokov
v procese lyofilizácie. Mikro‰truktúra, ktorá vzniká poãas
zmrazenia, definuje kvalitu a vlastnosti finálneho produk-

tu. Od veºkosti a tvaru kry‰tálov je závislá aj r˘chlosÈ
a efektivita primárneho a sekundárneho su‰enia18).

Zmrznutie roztoku dosiahneme zníÏením teploty políc
na cca –30 °C aÏ –50 °C, priãom dochádza k vzniku
jadier a následnému rastu kry‰tálov ºadu. Nukleácia ºadu
sa objavuje zvyãajne na povrchoch, napr. stien injekã-
n˘ch fºa‰tiãiek, cudzích ãasticiach v roztoku alebo pono-
ren˘ch teplotn˘ch sondách. Takto iniciovaná nukleácia
sa naz˘va heterogénna. Homogénna nukleácia nastáva
v roztoku bez cudzorod˘ch ãastíc, kedy dochádza
k vytvoreniu kry‰talizaãn˘ch jadier z vlastn˘ch molekúl.
Najmä v ãist˘ch priestoroch sterilnej v˘roby môÏeme
badaÈ signifikantn˘ rozdiel medzi teplotou vzniku kry‰-
tálov ºadu a rovnováÏnou teplotou tuhnutia, tzv. „pod-
chladenie“ (z angl. supercooling). Kvôli nedostatku
kry‰talizaãn˘ch jadier vo filtrovanom roztoku nezriedka
dochádza k podchladeniu aj o –15 °C aÏ –30 °C19, 20). Pre
úspe‰n˘ priebeh lyofilizácie je nevyhnutné úplné stuhnu-
tie rozpú‰Èadla i rozpusten˘ch látok (lieãivo
a excipienty). Po nukleácií a vzniku kry‰tálov ºadu sa
rozpustené látky koncentrujú v priestoroch medzi nimi,
kde koncentrácia rastie aÏ k˘m nedôjde k ich kry‰talizá-
cií, alebo pokiaº sa viskozita oblasti nezv˘‰i natoºko, Ïe
dôjde k vzniku tuhého amorfného systému – skla17).
Teplota, pri ktorej dochádza k premene gumovitej amorf-
nej ‰truktúry na rigidnú a tuhú sklovitú ‰truktúru, sa
naz˘va teplota sklovitého prechodu zmrazením zakon-
centrovanej látky Tg´ 21). V prípade, Ïe rozpustená látka
poãas zmrazovania roztoku kry‰talizuje, pri eutektickej
(eutonickej) teplote Teu dochádza k vzniku rovnáváÏneho
stavu medzi tuh˘m skupenstvom vody, vykry‰talizova-
nou látkou a jej roztokom. Pod teplotou Teu uÏ nie je prí-
tomná Ïiadna kvapalina iba kry‰tály ºadu a tuhá rozpus-
tená látka. Pre správny priebeh lyofilizácie je
nevyhnutné zmraziÈ produkt v závislosti od jeho charak-
teru pod teplotu Teu alebo Tg´ 22). Po ukonãení fázy zmra-
zovania a dosiahnutí poÏadovanej teploty je roztok úplne
stuhnut˘, t.j., väã‰ina vody je vo forme ºadu oddelená od
rozpusten˘ch látok, ktoré vykry‰talizovali, alebo vytvo-
rili amorfné sklo.

R˘chlosÈ zmrazovania ovplyvÀuje veºkosÈ a tvar kry‰-
tálov ºadu. R˘chle zmrazovanie vedie k vy‰‰iemu stupÀu
podchladenia, k vzniku veºkého mnoÏstva mal˘ch ºado-
v˘ch kry‰tálov, ão spôsobuje veºk˘ odpor pre tok vod-
n˘ch pár poãas sublimácie. Z toho dôvodu je primárne
su‰enie pomal‰ie18). Veºká povrchová plocha kry‰tálov
ºadu môÏe taktieÏ indukovaÈ denaturáciu alebo agregáciu
proteínov23). Na druhej strane väã‰ia povrchová plocha
zvy‰uje r˘chlosÈ a efektivitu sekundárneho su‰enia24).

Známym faktom je, Ïe k samotnej nukleácií
a vytvoreniu kry‰tálov v roztoku poãas zmrazovania
dochádza náhodne, napriek tomu Ïe samotn˘ lyofilizaã-
n˘ cyklus je kontrolovan˘25). KeìÏe morfológia
a r˘chlosÈ su‰enia závisí od teploty, pri ktorej dochádza
k nukleácii, jej stochastická povaha vedie
k nehomogenite v rámci ‰arÏe26). Táto ‰truktúrna neho-
mogenita sa môÏe prejaviÈ rozdielmi vo vzhºade lyofili-
zátu, obsahu vody27), ãasu rekon‰titúcie, ale i aktivite lie-
ãiva28). V posledn˘ch rokoch sa preto vyvinuli metódy
tzv. kontrolovanej nukleácie, ktor˘ch v˘sledkom je niÏ-
‰ie podchladenie a väã‰ia uniformita v rámci ‰arÏe. Kon-
trolovaná nukleácia napomáha aj skráteniu dæÏky trvania
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primárneho su‰enia a môÏe ur˘chliÈ rekon‰titúciu lyo-
produktov s vysokou koncentráciou lieãiva, napr.
s obsahom monoklonálnych protilátok28). K metódam
priamej indukcie nukleácie patrí technika „ºadovej
hmly“ (z angl. ice fog) vyvinutá Pikalom a kol. Do prie-
storu lyofilizaãnej komory s policami vytemperovan˘mi
na poÏadovanú teplotu sa vpustí prúd ochladeného dusí-
ka, ktor˘ z vlhkosti v prostredí vytvorí hmlu ºadov˘ch
kry‰tálov indukujúcich nukleáciu v podchladenom rozto-
ku25). ëal‰ím pouÏívan˘m postupom je natlakovanie
komory inertn˘m plynom a následná r˘chla evakuácia
vedúca k okamÏitej nukleácii27). Oba spomenuté postupy
sa uÏ etablovali aj v priemyselnej farmácii ako technoló-
gia Veriseq® (Linde Gas) a ControLyo® (Praxair, Inc.).
Zatiaº na úrovni akademick˘ch experimentov sa pouÏíva
aj nedávno publikovan˘ postup podºa Geidoblera a kol.,
umoÏÀujúci iniciovaÈ nukleáciu priamym zavzdu‰nením
komory cez priestor zmrazeného kondenzátora29). V̆ ho-
dou tejto metódy je jej jednoduchosÈ nevyÏadujúca Ïiad-
ne úpravy zariadenia. Dlhodobo zauÏívanou technikou je
aj tepelné o‰etrenie (angl. „annealing“), pri ktorej sa vo
fáze zmrazovania zdvihne teplota nad Tg´ formulácie
av‰ak stále pod teplotou topenia ºadu. Tepelné o‰etrenie
vedie k rastu kry‰tálov ºadu, zväã‰eniu pórov v ‰truktúre
lyofilizátu30) a napomáha kry‰talizácií excipientov (napr.
manitol, glycín)31).

Primárne su‰enie

Po úplnom zmrazení lyofilizovanej sústavy nasleduje
fáza primárneho su‰enia. Primárne su‰enie predstavuje
sublimáciu zmrazeného ºadu. Zvykne byÈ najdlh‰ou
fázou celého procesu, ãastokrát trvajúca niekoºko dní.
V extrémnych prípadoch, pri nevhodnej formulácii lieku
a neoptimalizovanom lyofilizaãnom cykle môÏe primár-
ne su‰enie trvaÈ aj niekoºko t˘ÏdÀov. Optimalizácia
a skrátenie dæÏky primárneho su‰enia má preto obrovsk˘
ekonomick˘ dopad na cenu v˘sledného produktu. 

Primárne su‰enie dosiahneme evakuáciou systému
pomocou vákuovej pumpy na tlak niÏ‰í, ako je tlak pár
nad ºadom pri danej teplote za súãasného dodávanie
energie na sublimáciu. Vzniknutá vodná para sa násled-
né zachytáva na kondenzátore, kde vytvára vrstvu ºadu.
Tlak a teplota, pri ktor˘ch dochádza k premene vody
z tuhého skupenstva na plynné (sublimácia), sú defino-
vané fázov˘m diagramom vody. Energiu do produktu
dodávame prostredníctvom regulácie teploty políc lyofi-
lizátora. Vodné pary sublimujú najskôr z hladiny
zamrznutého roztoku, kde sa zaãína tvoriÈ vrstva vysu‰e-
ného produktu. Medzi uÏ vysu‰enou ãasÈou produktu
a stále zmrznutou je sublimaãné rozhranie, ktoré sa spra-
vidla posúva horizontálne smerom od vrchnej ku spodnej
ãasti lyofilizovaného materiálu17). Ako uÏ bolo poveda-
né, hnacou silou sublimaãného su‰enia pri farmaceutic-
kej lyofilizácií je rozdiel tlaku vodn˘ch pár medzi subli-
maãn˘m rozhraním a kondenzátorom. Tlak pary závisí
od teploty, priãom rozdiel t˘chto teplôt je hlavn˘m hna-
cím motorom lyofilizácie14). NajniÏ‰ia teplota kondenzá-
tora je daná technick˘mi moÏnosÈami zariadenia, navy‰e
pri zniÏovaní teploty kondenzátora dosiahneme len veº-
mi mal˘ rozdiel tlaku pár pri veºkej spotrebe energie. Pre
ur˘chlenie primárneho su‰enia je preto v˘hodnej‰ie zvy-

‰ovanie teploty produktu. Podºa Pikala a kol. má zv˘‰e-
nie teploty produktu na sublimaãnom rozhraní o 1 °C za
následok zníÏenie ãasu potrebného na primárne su‰enie
o pribliÏne 13 %32). Teplota produktu na sublimaãnom
rozhraní Tp závisí od formulácie (chemická ‰truktúra,
koncentrácia lieãiva a pomocn˘ch látok), teploty políc
lyofilizátora, tlaku v lyofilizaãnej komore a typu primár-
neho obalu, priãom ju nie je moÏné priamo kontrolovaÈ.
Jej ovplyvnenie je moÏné len nepriamo prostredníctvom
kontroly procesn˘ch parametrov tlaku v komore
a teploty políc. Limitujúcim prvkom pri zvy‰ovaní teplo-
ty produktu sú v‰ak kritické teploty formulácie, pri kto-
r˘ch prekroãení poãas primárneho su‰enia môÏe dôjsÈ
k zrúteniu lyofilizátu, tzv. kolapsu31). Medzi kritické
teploty patrí Tc – teplota makroskopického kolapsu for-
mulácie, pri ktorej prekroãení dochádza k strate makro-
skopickej ‰truktúry a zrúteniu lyofilizátu. Tc u amorf -
n˘ch lieãiv je obyãajne o niekoºko stupÀov vy‰‰ia ako
teplota zosklovatenia Tg´. V prípade kry‰talizujúcich
látok sa rovná eutonickej teplote Teu

33). Zrúten˘ lyofilizát
má nevyhovujúci vzhºad (obr. 1), men‰iu povrchovú plo-
chu, av‰ak môÏe maÈ rovnak˘ obsah vody, ãi ãas potreb-
n˘ na rekon‰titúciu. V̆ skumy tieÏ naznaãujú, Ïe su‰enie
nad kritickou teplotou nemusí maÈ negatívny vplyv na
kvalitu a stabilitu lyofilizovaného proteínu34). Publikova-
né ‰túdie dokonca preukázali vy‰‰iu dlhodobú stabilitu
niektor˘ch proteínov v zrútenom lyofilizáte v porovnaní
s konvenãne pripraven˘m produktom35). Napriek t˘mto
zisteniam a finanãn˘m úsporách, ktoré by skrátenie lyo-
filizaãn˘ch cyklov prinieslo je zrúten˘ lyofilizaãn˘ koláã
zatiaº komerãne neakceptovateºn˘. Na dosiahnutie vyho-
vujúceho vzhºadu je moÏné upraviÈ zloÏenie lieku prida-
ním kry‰talizujúceho excipientu ako manitol alebo gly-
cín. Excipient po kry‰talizácií vytvorí makroskopickú
podporu ‰truktúry, priãom dôjde len k tzv. mikrokolapsu
vzorky za súãasného zachovania vyhovujúceho vzhºa-
du36).

Na stanovenie Tg´ a Teu sa ‰tandardne pouÏívajú ter-
moanalytické metódy DSC, mDSC a DTA37). Medzi nov-
‰ie alternatívy patrí napr. súãasné meranie DTA
a elektrickej impedancie systémom Lyotherm® 2 (Bio -
pharma Technology Ltd.)38). Na stanovenie teploty
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kolapsu Tc sa pouÏíva lyofilizaãn˘ mikroskop umoÏÀujú-
ci sledovaÈ ‰truktúru zmrazenej vzorky pod vákuom pri
rôznych teplotách39).

Primárne su‰enie prebieha nevyhnutne za nízkeho tla-
ku. Tlak v lyofilizaãnej komore je dôleÏit˘m procesn˘m
parametrom poãas lyofilizácie, nakoºko priamo
i nepriamo ovplyvÀuje r˘chlosÈ sublimácie. Príli‰ vyso-
k˘ tlak zniÏuje intenzitu sublimácie zmen‰ením tlakové-
ho gradientu medzi sublimaãn˘m rozhraním
a komorou31). Ak je tlak v komore vy‰‰í ako tlak pár nad
ºadom pri danej teplote produktu, nedochádza
k sublimácií vôbec. Na druhej strane príli‰ nízky tlak
negatívne ovplyvÀuje prestup tepla do produktu. Teplo
do produktu dodávame zahrievaním lyofilizaãn˘ch
políc, priãom sa ‰íri priamo vedením, prúdením
a sálaním. Za vysokého vákua je malá pravdepodobnosÈ
zráÏok plynu, pri ktor˘ch dochádza k prenosu tepelnej
energie, ão má za následok menej energie dodanej do
produktu. Príli‰ nízky tlak poãas su‰enia môÏe navy‰e
viesÈ ku kontaminácií lyofilizátu prchav˘mi zloÏkami
z gumen˘ch zátok alebo olejom z vákuovej pumpy40).
Optimálny tlak pre sublimáciu sa preto zväã‰a pohybuje
v rozpätí 50–200 mTorr (cca 0,07–0,27 mbar)31), alebo ¼�
aÏ ½� tlaku nas˘ten˘ch pár nad ºadom pri teplote pri kto-
rej produkt su‰íme41). 

AÏ keì je zmrazená voda úplne odstránená, je moÏné
primárne su‰enie ukonãiÈ a prejsÈ do fázy sekundárneho
su‰enia. Sekundárne su‰enie prebieha za relatívne vyso-
kej teploty, ktorá by pri neukonãenej sublimácií viedla
ku kolapsu ‰truktúry alebo roztopeniu lyofilizovaného
roztoku. Z tohto dôvodu je nevyhnutné vedieÈ ão naj-
presnej‰ie stanoviÈ koniec primárneho su‰enia. Základ-
n˘m indikátorom ukonãenia sublimácie je vyrovnanie
teploty produktu s teplotou políc. Medzi ìal‰ie techniky
patrí porovnávacie merania tlaku v komore rôznymi typ-
mi manometrov (Pirani vs. kapacitn˘ manometer), sle-
dovanie nárastu tlaku pri oddelení komory od kondenzá-
tora, meranie koncentrácie vodnej pary v komore
pomocou TDLAS (tunable diode laser absorption spec-
troscopy – systém LyoFlux®, Physical Sciences Inc.) ãi
GPS (gas plasma spectroscopy – systém Lyotrack®,
Adixen Inc.), elektronické meranie vlhkosti a pod.42)

Väã‰ina spomenut˘ch techník vyÏaduje finanãne nároãné
úpravy zariadenia. 

Sekundárne su‰enie

Po úplnom odstránení zmrazenej vody poãas primár-
neho su‰enia je v produkte stále viazané znaãné mnoÏ-
stvo zostatkovej vlhkosti. V závislosti od formulácie,
lyofilizát spravidla obsahuje e‰te 5–20 % vody. Cieºom
sekundárneho su‰enia je zníÏenie tejto vlhkosti na hladi-
nu zabezpeãujúcu dostatoãnú stabilitu lieãiva. Poãas
sekundárneho su‰enia sa odstraÀuje viazaná voda
desorpciou. Hranica medzi jednotliv˘mi fázami su‰enia
nie je jednoznaãná, k desorpcií vody dochádza uÏ poãas
primárneho su‰enia. R˘chlosÈ desorpcie je determinova-
ná r˘chlosÈou difúzie z vnútra tuhej látky na jej povrch.
Pre jej efektívny priebeh je nevyhnutná zv˘‰ená teplota,
priãom energia je dodávaná policami o teplote 25 °C aÏ
50 °C17). R˘chlosÈ desorpcie je relatívne pomalá, ão
vedie k takmer identickej teplote políc a produktu. Pro-

dukt je t˘m pádom vystaven˘ teplotnej záÈaÏi, ão treba
maÈ na pamäti pri su‰ení zvlá‰È citliv˘ch lieãiv. Napriek
tomu, Ïe sekundárne su‰enie sa ãasto realizuje pri tech-
nicky najniÏ‰om moÏnom tlaku, signifikantn˘ vplyv jeho
zníÏenia medzi primárnym a sekundárnym su‰ením na
r˘chlosÈ desorpcie nie je potvrden˘14, 24). DæÏka trvania
sekundárneho su‰enia závisí od poÏadovanej zostatkovej
vlhkosti v lyofilizáte. Vo v‰eobecnosti, niÏ‰í obsah vody
vedie k vy‰‰ej stabilite proteínu32, 43). V̆ skumy v‰ak
potvrdili, Ïe niektoré proteíny sú paradoxne stabilnej‰ie
pri vy‰‰om obsahu vody medzi 1–3 %44–46). Stanovenie
optimálnej vlhkosti pre stabilitu konkrétneho proteínu je
preto treba overiÈ experimentálne. Najvernej‰ie dáta
získavame realizáciou dlhotrvajúcej stabilitnej ‰túdie za
doporuãenej teploty, ktorá zohºadÀuje aj moÏn˘ nárast
vlhkosti poãas skladovania. Nárast vlhkosti poãas skla-
dovania je zväã‰a spôsoben˘ uvoºÀovaním vlhkosti pria-
mo zo zátky17, 47). Vhodn˘ v˘ber zátok, ich su‰enie po
sterilizácií parou a dôsledné dodrÏiavanie skladovacích
podmienok pred pouÏitím pomáha minimalizovaÈ poten-
ciálne stabilitné problémy48). 

ZhodnotiÈ aktuálnu vlhkosÈ v produkte poãas procesu,
a t˘m stanoviÈ ãas, kedy je vhodné ukonãiÈ sekundárne
su‰enia (a cel˘ proces lyofilizácie), je moÏné prostred-
níctvom niekoºk˘ch metód. BeÏnou laboratórnou techni-
kou je tzv. zlodej vzoriek, zariadenie umoÏÀujúce vybraÈ
vzorku poãas procesu bez jeho preru‰enia. Vzorka sa
následne analyzuje na obsah vody (napr. metódou titrá-
cie podºa Karl Fischera). Medzi moderné metódy PAT
(process analytical technology) patria aj vy‰‰ie spome-
nuté spektrometrické merania GPS a TDLAS49). 

Vplyv lyofilizácie na stabilitu terapeutick˘ch
proteínov 

I keì sa lyofilizácia pouÏíva primárne na stabilizáciu
terapeutick˘ch proteínov, proces môÏe paradoxne viesÈ
k ich degradácií. Poãas procesu je lieãivo vystavené rôz-
nym typom záÈaÏe, ktoré môÏu spôsobiÈ jeho denaturá-
ciu. K ‰truktúrnym zmenám molekuly proteínu môÏe
dôjsÈ vplyvom nízkych teplôt (zväã‰a pod bodom mra-
zu). Jav sa naz˘va denaturácia chladom (z angl. „cold
denaturation“), dochádza pri nej k strate hydrofóbnych
interakcií v rámci molekuly proteínu a postihuje najmä
oligomérne proteíny s kvartérnou ‰truktúrou50). 

Poãas zmrazovania roztoku dochádza k tvorbe ºadu,
ãím rapídne rastie koncentrácie v‰etk˘ch rozpusten˘ch
látok. Menia sa fyzikálne vlastnosti ako iónová sila
a relatívne zloÏenie spôsobené selektívnou kry‰talizáci-
ou rozpusten˘ch látok. Vy‰‰ia koncentrácia solútov
v parciálne zmrazenom roztoku môÏe ur˘chliÈ aj niekto-
ré rozkladné chemické reakcie51). Koncentrácia kyslíka
v roztoku pri –3 °C je mnohonásobne vy‰‰ia ako pri
nulovej teplote52). Takto prítomn˘ kyslík má potenciál
oxidovaÈ napríklad thiolové skupiny proteínov. Selektív-
na kry‰talizácia zloÏky tlmivého roztoku môÏe viesÈ aj
k dramatick˘m zmenám pH. Signifikantné zmeny pH
vedúce k destabilizácií pH senzitívnych lieãiv sú známe
napríklad pri fosforeãnanovom alebo sukcinátovom tlmi-
vom roztoku s obsahom sodíkov˘ch iónov53, 54). 

Pri zmrazovaní roztoku a tvorbe ºadu vznikajú aj
medzipovrchové rozhrania voda – ºad. Proteíny majú
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tendenciu adsorbovaÈ sa na rozhraniach, ão ãasto krát
vedie k strate natívnej konformácie a spôsobuje povrcho-
vo-indukovanú denaturáciu55). PouÏitie povrchovo aktív-
nych látok (napr. Tween® 80) v zloÏení môÏe ochrániÈ
molekulu pred takto iniciovanou stratou ‰truktúry56). 

Proteín nachádzajúci sa vo vodnom roztoku je plne
hydratovan˘, na jeho povrchu sa nachádza monovrstva
vody tzv. hydrataãn˘ obal. Poãas su‰enia dochádza
k strate ãasti tohto obalu, ão môÏe naru‰iÈ natívnu ‰truk-
túru proteínu a spôsobiÈ denaturáciu57). Degradácií lieãi-
va sa dá efektívne predísÈ formuláciou s pouÏitím vhod-
n˘ch excipientov tzv. lyoprotektantov58). Práve cukry
najmä neredukujúce disacharidy ako sacharóza
a trehalóza sú najãastej‰ie pouÏívané stabilizátory vo for-
mulácií lyofilizovan˘ch liekov na báze proteínov. Exi-
stuje niekoºko teórií popisujúcich mechanizmus stabili-
zácie proteínu v prostredí sacharidov v sklovitom stave.
Podºa tzv. „water replacement“ teórie sacharidy termo-
dynamicky stabilizujú natívnu konformáciu proteínu
substitúciou vody a poskytovaním vodíkov˘ch väzieb
a polárnych interakcií na jeho povrchu58). ëal‰ie teórie
spájajú stabilitu proteínov s celkovou mobilitou (α�-rela-
xácia) amorfnej sacharidovej matrice59), alebo lokálnou
dynamikou v rámci ‰truktúry (β�-relaxácia) 60). 

Vplyv lyofilizácie na stabilitu terapeutick˘ch proteí-
nov je predmetom intenzívneho vedeckého skúmania
a je detailnej‰ie popísan˘ v niekoºko prehºadov˘ch ãlán-
koch, ako napr. Wang41), Bhatnagar a kol.61), Remmele
a kol.62), Chang a kol.63) a iné. 

Nové trendy vo farmaceutickej lyofilizácií 

Modern˘ prístup k zabezpeãovaniu kvality liekov pri
ich v˘voji a v˘robe známy ako QbD (Quality by Design)
si nachádza miesto aj vo farmaceutickej lyofilizácií64, 65).
Jedn˘m z kºúãov˘ch prvkov v QbD je identifikácia,
vedecké pochopenie a dôsledná kontrola procesn˘ch
parametrov a vlastností produktu. QbD vyuÏíva techno-
lógie na anal˘zu procesov (PAT – process analytical
technology) a v˘voj tzv. „design space“, ão je otestova-
n˘ rozsah procesn˘ch parametrov, ktor˘ch dodrÏanie
vedie k vzniku kvalitného lieku66). Na sledovanie teploty
poãas lyofilizácie sa konvenãne pouÏívajú teplotné sen-
zory umiestnené v produkte. Nedávno sa na trh dostali aj
bezdrôtové senzory (Tempris®, IQ-mobil solutions
GmbH), ktoré sú kompatibilnej‰ie s automatick˘mi
plniacimi systémami a umoÏÀujú jednoduch‰í transfer
z laboratórnych podmienok do v˘roby67). Experimentuje
sa s pouÏitím systémov na báze optick˘ch vlákien, ktoré
by po zabudovaní na povrch lyofilizaãn˘ch políc umoÏ-
nili neinvazívny spôsob monitorovania teploty poãas
procesu68). Manometrické meranie teploty ako aj metódy
TDLAS a GPS uÏ boli spomenuté. Okrem nich je moÏné
pouÏiÈ aj iné analytické metódy na in-line monitoring
lyofilizaãného procesu. Kombináciou techník ako spek-
troskopia v blízkej Iâ oblasti (NIR) a Ramanova spek-
troskopia dokáÏme zachytiÈ zaãiatok nukleácie ºadu ako
aj koniec jeho sublimácie69). 

V̆ vojom pre‰li aj lyofilizaãné obaly. Na trhu sú injekã-
né fºa‰tiãky ‰peciálne navrhnuté pre lyofilizáciu ako
TopLyo® (Schott AG) a EasyLyo® (SGD Pharma), zabez-
peãujúce lep‰í transfer tepla z políc do produktu70). Novin-

kou sú aj rôzne ne‰tandardné obaly ako dvojkomorové
fºa‰tiãky, striekaãky (napr. Lyo-Ject®, Vetter) a karpule
(napr. V-LK®, Vetter), ampulky, alebo tácky (Lyoguard®,
Gore), ako aj plastové pertle umoÏÀujúce zatváranie pria-
mo v lyofilizátore (LyoSeal®, Biocorp Prod.). 

Táto práca vznikla s podporou projektu „Priemyseln˘ v˘skum

nov˘ch lieãiv na báze rekombinantn˘ch proteínov“, kód ITMS:

26240220034; „Podporujeme v˘skumné aktivity na Slovensku/Projekt

je spolufinancovan˘ zo zdrojov EÚ.“

Stret záujmov: Ïiadny.
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