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Лиофилизация противоопухолевых белковых и пептидных препаратов является перспективным методом создания стабиль-
ных и эффективных парентеральных лекарственных форм. В данном обзоре рассмотрены основные проблемы, возникающие 
во время лиофилизации белковых и пептидных препаратов, и описаны рекомендации для решения этих проблем. Приведены 
способы оптимизации и совершенствования лиофильной сушки. Предложены температурные режимы для улучшения свойств 
и предотвращения разрушения структуры лиофилизата.
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Lyophilization of protein and peptide anticancer drugs is a promising method to create a stable and effective parenteral dosage forms. 
This article reviews the main problems encountered during lyophilization of protein and peptide drugs, and describes the best practices 
for solving these problems. The ways of optimization and improvement of the freeze-drying are given. Temperatures to improve the prop-
erties and prevent the destruction of the cake lyophilizatiе are suggested.
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Введение
Систематизация основных путей совершенство-

вания технологии лиофилизации для лекарственных 
средств (ЛС) белковой и пептидной структуры осо-
бенно актуальна для противоопухолевых препаратов, 
так как обеспечивает не только сохранение структур-
ной стабильности ЛС данной терапевтической груп-
пы, но и высокие показатели биодоступности.

Пептидные препараты широко применяются 
в комплексном лечении онкологических заболеваний 
для усиления действия цитостатических препаратов 
в качестве антипролиферативных и восстанавлива-
ющих естественный противоопухолевый иммунитет. 
Такие вещества пептидной природы, как цитокины, 
например интерлейкины (ИЛ-1β, ИЛ-2), применя-
ются в виде лиофилизата под торговыми наимено-
ваниями «Беталейкин»® и «Ронколейкин»® соответ-

ст венно [1]. Рекомбинантный интерферон гамма 
человека (Ингарон®), разработанный НПП «Фарма-
клон» [2] и применяемый в виде инъекционных ле-
карственных форм (ЛФ), также обладает противо-
опухолевой активностью и пептидной структурой. 
Для создания белковых и пептидных препаратов, как 
перечисленных, так и еще только проходящих иссле-
дования, наиболее рациональной ЛФ является лио-
филизат, позволяющий стабилизировать структуру 
лекарственного препарата (ЛП) и увеличить сроки 
хранения, предохраняя от воздействия повреждаю-
щих факторов [3, 4].

Таким образом, разработка противоопухолевых 
лиофилизированных пептидных и белковых препа-
ратов имеет много нюансов. Очевидна потребность 
в систематизации знаний и понимании составляю-
щих данного процесса: заморозки и сублимационной 
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сушки, механизмов тепло- и массообменных процес-
сов, происходящих на различных стадиях лиофили-
зации. Совокупность перечисленных факторов опре-
деляет основные пути совершенствования процесса 
лиофилизации ЛП данного класса:

• оптимизация технологических аспектов лиофи-
лизационной сушки и непосредственно подбора 
вспомогательных веществ исходя из физико-хи-
мических параметров процесса;

• выбор рациональных подходов к решению наи-
более часто встречающихся технологических про-
блем лиофилизации белковых и пептидных ЛП.

Особенности влияния вспомогательных веществ 
на процесс лиофилизации белков и пептидов
При оптимизации рецептур белковых и пептидных 

препаратов, применяемых в онкологии, приоритетным 
направлением является поддержание биологической 
активности и стабильности во время про изводства, 
хранения и транспортировки. Это обес печивает баланс 
компонентов рецептуры (рН, буферный агент, стаби-
лизатор(ы), и/или модификаторы изотоничности), 
а также применяемых технологических методик.

В большинстве случаев рецептура (состав) лио-
филизированного пептидного и белкового ЛП может 
содержать наполнитель, буфер, модификатор изото-
ничности, криопротекторы и лиопротекторы. В от-
личие от существующей классификации по химиче-
скому строению (Государственная фармакопея XIII), 
представляется рациональным распределить вспо-
могательные вещества по их функциональному пред-
назначению (рис. 1). Вспомогательные вещества су-
щественно влияют на процесс лиофилизации.

Основные направления оптимизации процесса 
лиофилизации белков и пептидов
Заслуживают внимания технологические пара-

метры лиофильной сушки и совершенствование про-

цесса за счет их правильного подбора [5–7]. В про-
цессе лиофилизации выделены основные стадии:

• замораживание: непосредственно само замора-
живание продукта и создание прочной матрицы, 
подходящей для сушки;

• первичная сушка: лед удаляют путем сублимации 
при одновременном снижении давления окружа-
ющей среды продукта и повышением температу-
ры; иногда перед сушкой проводится дополни-
тельный этап – отжиг, или термоциклирование;

• вторичная сушка: связанная вода удаляется, пока 
не будет достигнут целевой уровень остаточного со-
держания влаги, обеспечивающий целостность полу-
ченного лиофилизата для приготовления раст вора 
для инъекций (таблетки лиофилизата (ТЛ)) [8–10].
Оптимизация процесса лиофилизации требует 

решения наиболее частых технологических проблем, 
рационализации подходов к совершенствованию 
каждого этапа (замораживания, первичной и вторич-
ной сушки) цикла лиофилизации.

Оптимизация этапа замораживания
На этапе замораживания ключевыми параметра-

ми являются минимальная температура замерзания 
и скорость замораживания. Метод замораживания 
существенно влияет на размер и форму кристаллов 
льда и, следовательно, морфологию окончательной 
структуры лиофилизата белкового и пептидного 
препарата и эффективность сублимации. Температура, 
обуславливающая ядрообразование, влияет на рост 
кристаллов и формирование матрицы в целом. Тем-
пература зарождения ядра определяется температур-
ной обработкой образцов, которая начинается после 
того, как они помещаются на полку лиофилизатора. 
Для замораживания образцы либо медленно охлаж-
дают при температуре окружающей среды в сочетании 
с постепенным снижением температуры полки, либо 
быстро охлаждают на предварительно охлажденной 

рис. 1. Классификация вспомогательных веществ, применяемых в процессе лиофилизации, по функциональному классу
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рис. 1. Растровая электронная микроскопия образцов декстрана, 
лиофилизированных при медленной (а) и быстрой (б) заморозке

рис. 2. Сублимационная микроскопия кристаллов льда, полученных 
при –40 °С с отжигом (а) и без него (б)

полке. Состояние переохлаждения характерно 
для каждого метода заморозки, однако быстрое сни-
жение температуры приводит к формированию кри-
сталлов льда с высокой степенью однородности. 
Различия в морфологии кристаллов льда, получен-
ных быстрым и медленным охлаждением, показывает 
растровая электронная микроскопия (рис. 2). Обра-
зец, замороженный медленным охлаждением, имеет 
относительно однородные кристаллы льда; образец, 
подвергнутый быстрой заморозке с помощью жид-
кого азота, содержит неоднородные по форме кри-
сталлы с большими по площади поверхностями.

Таким образом, температура замерзания должна 
быть достаточно низкой, чтобы инициировать за-
рождение ядра кристаллизации наполнителя, а ско-
рость замерзания – достаточно большой, чтобы 
форма и размеры кристаллов были оптимальны 
для последующей сушки. Для определения соответ-
ствующих значений лиофильные сушки проводят 
в малом масштабе и как опытно-промышленные.

ности. Однако важно не допустить такого повышения 
температуры отжига, чтобы происходило эвтекти-
ческое плавление. После отжига температура полки 
приводится к желаемой рабочей температуре для 
первичной сушки [11].

Отжиг также может быть применен для увеличе-
ния размера кристаллов льда, так как при повыше-
нии температуры полки мелкие кристаллы льда ак-
тивно расплавляются, не затрагивая структурную 
целостность крупных образований. Использование 
температуры, при которой скорость роста кристаллов 
льда превышает скорость ядрообразования, и после-
дующее охлаждение полки позволяют аморфной воде 
кристаллизоваться на существующих более крупных 
кристаллах льда (рис. 3).

Процесс отжига зачастую рекомендуется с целью 
опитимизировать процесс лиофильной сушки. Он 
дает следующие преимущества: более стабильную 
структуру лиофилизата, предназначенного для при-
готовления раствора для инъекций, и повышение 
скорости сушки за счет расширения температурных 
пределов процесса.

Отжиг и его преимущества
После завершения заморозки продукт может быть 

термически обработан, чтобы произошла кристалли-
зация метастабильных наполнителей (отжиг), напри-
мер маннита и глицина, которые находятся в частич-
но аморфном состоянии, и/или для увеличения 
размера кристаллов льда. Этот дополнительный шаг 
может значительно увеличить начальную скорость 
просушивания и улучшить однородность и внешний 
вид конечного продукта. Завершение кристаллиза-
ции вспомогательных веществ при заморозке может 
дополнительно увеличить срок хранения за счет 
меньшего высвобождения влаги в результате пере-
кристаллизации остаточной аморфной или гидрати-
рованной формы.

Ключевым параметром данного процесса явля-
ется температура отжига. Ее выбирают с учетом 
температуры эвтектики, которая определяется диф-
ференциальной сканирующей калориметрией. Вы-
бранная температура должна быть выше температуры 
эвтектики примерно на 10 °C. Высокая температура 
отжига обеспечивает увеличение степени кристал-
личности и более быстрое достижение кристаллич-

а б

а б

Оптимизация этапа первичной сушки
Во время первичной сушки из продукта удаляет-

ся большая часть воды и одновременно инициирует-
ся введение вакуума в камере. Этап требует времен-
ных и энергетических затрат, а значит, удорожает весь 
процесс. Оптимизация цикла лиофилизации, как 
правило, нацелена на минимизацию времени сушки. 
Данный показатель регулируется двумя основными 
параметрами: температурой полки и давлением в ка-
мере. На основной процесс сушки значительно вли-
яют параметры, которые не требуют процессного 
управления, но явно заслуживают внимания: контей-
нер, состав, заполняемый объем, затвор, полная за-
грузка продукта, емкость конденсатора, температура 
конденсатора, расположение конденсатора, измен-
чивость температуры внутри и вне полки. Наиболее 
эффективная сушка требует соблюдения следующих 
рекомендаций:

• температуру полки следует установить и поддер-
живать на верхних пределах стабильности систе-
мы и продукта;
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• давление должно оставаться в пределах эффек-
тивного взаимодействия процессов сублимации 
и сохранения температурного режима для пре-
дотвращения перегрузки конденсатора.
Таким образом, следует задать температуру на не-

сколько градусов ниже температуры распада эвтек-
тической смеси. При условии что достигнута задан-
ная температура продукта, существует несколько 
комбинаций температуры полки и давления в камере, 
приводящих к повышению эффективности данного 
этапа. Как правило, сочетание высокой температуры 
полки и низкого давления в камере оптимально, 
потому что происходит более выраженное увеличе-
ние скорости сублимации, чем в случае сочетания 
низкой температуры полки с повышенным давлени-
ем в камере. Рекомендуется установить в камере 
давление на уровне около 10–30 % от давления пара 
льда при заданной температуре продукта (табл. 1).

таблица 1. Давление насыщенного пара льда при отрицательных 
температурах

темпера-
тура, °С

давление пара, нм рт. ст.

0 –2 –4 –6 –8

0
–10
–20
–30
–40
–50
–60
–70

4579
1950
776
286
96,6
29,6
8,08
1,94

3880
1632
640
232
76,8
23,0
6,14
1,43

3280
1361
526
187
60,9
17,8
4,64
1,05

2765
1132
776
151
48,1
13,8
3,49
0,77

2326
939
351
121
37,8
10,6
2,61
0,56

Ключевым параметром завершающей стадии 
первичной сушки является подбор оптимальной 
скорости нагрева лиофилизата. При низких показа-
телях скорости нагрева и сублимации увеличиваются 
энергозатраты, при высоких – повышается вероят-
ность разрушения структуры лиофилизата остаточной 
влагой. Следовательно, для перехода к этапу вторич-
ной сушки необходимо постепенное медленное по-
вышение температуры, коррелирующее с изменени-
ем скорости испарения остаточной влаги [12–14].

Коллапс структуры лиофилизата
Рассмотренный выше главный этап процесса лио-

фильной сушки позволяет понять особенности рецеп-
туры и технологии данного метода и создать соответ-
ствующий алгоритм. Сложность и многофакторность 
физико-химических взаимодействий компонентов 
и систем в процессе сублимационной сушки обусла-
вливают высокую частоту потенциальных нежелатель-
ных явлений в ходе ее осуществления. Соответствен-
но, для оптимизации процесса в целом необходимо 
рассмотреть подходы к таким явлениям, как разру-
шение первичной структуры лиофилизата (коллапс) 

и возникновение обратного плавления, эти техноло-
гические проблемы встречаются чаще всего.

Коллапс определяется как процесс, при котором 
структуры, созданные в ходе сублимационной сушки, 
разрушаются при прохождении границы сублимаци-
онного раздела фаз. Это может привести не только 
к изменению функциональных свойств лиофилизата 
белковых и пептидных препаратов, но и к уменьше-
нию эффективности сублимационной сушки по при-
чине перекрытия путей испарения, в результате 
влага удерживается и распределяется неравномерно. 
Зачастую разрушение лиофилизированной пористой 
массы, уплотненной в «таблетку», может стать при-
чиной нарушения структуры белка.

Для предотвращения коллапса необходимо со-
хранить структурное соотношение кристаллической 
и аморфной фаз, достигнутое к моменту первичной 
сушки. Данный этап определяется оптимизацией 
температурного режима с учетом температуры сте-
клования аморфного компонента. Для поддержания 
структуры ТЛ температура во время первичной суш-
ки должна быть ниже температуры стеклования 
аморфного компонента (рис. 3). При подборе темпе-
ратурного режима необходимо выбирать стандарт-
ные температуры стеклования и разрушения вспо-
могательных веществ, используемых в лиофилизации 
(табл. 2).

Другой подход к предотвращению коллапса ТЛ 
состоит в подборе вспомогательных веществ с высо-
кой температурой стеклования аморфного компо-
нента, так как для проведения лиофилизации белко-
вых и пептидных препаратов рекомендуется среднее 
значение температуры продукта, что не всегда дости-
жимо при низких значениях температуры стеклова-
ния в некоторых лиофилизаторах.

Если рассмотренные выше технологические при-
емы оказались недостаточно эффективны, можно вклю-
чить в состав рецептуры вспомогательные вещества, 
которые кристаллизуются и придают ТЛ жесткую 
макроскопическую структуру. Предотвратить распад 
аморфной фракции не удастся, однако деструкция 
будет проявляться только на границе между аморфной 
и кристаллической фракциями. Эта методика ре-
комендуется в тех случаях, когда все другие варианты 

рис. 3. Сублимационная микроскопия 2 % раствора сахарозы: сушка 
ниже (а) и выше (б) температуры стеклования

а б



10

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  1'2017  ТОм 16    vol. 16

Обзоры литературы

не приносят желаемых результатов, потому что даже 
микроскопический распад может привести к небла-
гоприятным последствиям, указанным выше.

таблица 2. Температуры стеклования и разрушения основных вспо-
могательных веществ, используемых в лиофилизации

класс 
вещества

компонент состава
температура, °С

стеклования разрушения

Сахара

Сахароза
Трегалоза
Лактоза

Мальтоза

–32
–29
–28
–30

–31
–28,5
–30,5

–

Амино-
кислоты

Глицин
β-аланин
Гистидин

–62
–65
–33

– –
–
–

Полиолы
Глицерол
Сорбитол
Маннитол

–65
–46
–35

– –
–54

–

Полимеры

Полиэтиленгликоль 
(ПЭГ 6000)
Декстран

Поливинилпирролидон

– –
–

–20,5

–13
–11
–24

Буферные 
компонен-
ты и соли

Натрия ацетат
Натрия цитрат

KH
2
PO

4
K

2
HPO

4
Трис*HCl

NaCl * 2H
2
O

CaCl
2

ZnCl
2

–64
–41
–55
–65
–65
–60
–95
–88

– –
–
–
–
–
–
–
–

Оптимизация вторичной сушки
Вторичная сушка, как правило, осуществляется 

при температурных режимах, одновременно обеспе-
чивающих эффективное удаление влаги и сохране-
ние стабильности пептидов и белков. Выбор данного 
режима и продолжительность его применения опре-
деляется ключевым параметром данного этапа – 
остаточной влажностью лиофилизата.

Допустимый уровень остаточной влажности 
определяется, прежде всего, на основе данных о ста-
бильности лиофилизата. При дальнейшей оптими-
зации процесса рекомендуется учитывать обратную 
зависимость остаточной влажности от температур-
ных показателей и давления. Как правило, опреде-
ляющей является температура полки, поскольку 
принято считать, что во время вторичной сушки ЛС 
на основе белков и пептидов скорость сушки дости-
гает оптимальных значений при давлении меньше 

200 мм рт. ст., температуру полки рекомендуется ус-
танавливать около 25–30 °C [15].

Одним из самых сложных моментов в цикле лио-
филизации является переход от первичной к вторич-
ной сушке, так как нерационально подобранные 
условия данного этапа могут привести к обратному 
плавлению.

Обратное плавление
Обратное плавление – плавление льда в лиофи-

лизате при повышении температуры полки выше 
температуры плавления эвтектики. Это может прои-
зойти во время перехода ко вторичной сушке, если 
температура будет подниматься слишком быстро и лио-
филизат недостаточно высушен при первичной суш-
ке, в результате возможна деградация белковой или 
пептидной структуры ЛС. Поэтому переход ко вто-
ричной сушке требует медленного повышения тем-
пературы лиофилизата, в котором полностью завер-
шился процесс первичной сушки.

Рассмотренные подходы к оптимизации техно-
логических этапов лиофилизации позволяют с доста-
точно высокой вероятностью получить продукт, 
имеющий заданные характеристики.

Заключение
Лиофилизация противоопухолевых пептидных 

и белковых ЛС является перспективным методом 
увеличения стабильности, особенно в случае жидких 
парентеральных ЛФ.

Для предотвращения структурных изменений 
и агрегации белковых и пептидных ЛС необходимо 
подбирать и оптимизировать условия заморажива-
ния, первичной и вторичной сушки путем изменения 
температурного и временного режима каждого этапа 
с одновременным подбором оптимального диапазо-
на давления в камере.

Наиболее часто встречаются такие нежелатель-
ные явления, как коллапс лиофилизата и обратное 
плавление. Для их предотвращения необходимо 
придерживаться температурного режима ниже точ-
ки стеклования и эвтектического плавления, избе-
гать преждевременного повышения температуры 
в не до конца высушенном лиофилизате во время 
первичной сушки.

Использование отжига позволяет повысить тем-
пературу стеклования аморфного компонента, уве-
личить размер образующихся кристаллов и скорость 
первичной сушки.
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