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Разработка лекарственных препаратов (ЛП) 

на основе белковых и пептидных структур 

представляет собой сложную задачу, включающую 

решение целого ряда проблем для создания устой-

чивых и эффективных рецептур. Одна из основ-

ных проблем – склонность многих лекарственных 

средств (ЛС) данного класса разрушаться или инак-

тивироваться в процессе производства твердых ле-

карственных форм (ЛФ), в связи с чем снижается 

их биодоступность сравнительно с парентеральным 

способом введения [1]. В связи с этим для упроще-

ния технологического процесса, а также для повы-

шения терапевтической эффективности наиболее 

предпочтительно производить белковые и пептид-

ные препараты в виде водных жидких ЛФ. Однако в 

водном растворе белок проявляет чувствительность 

к множеству факторов, влияние которых приво-

дит к необратимой денатурации и агрегации белко-

вой структуры: нагревание, замораживание, изме-

нение рН среды, влияние поверхностно-активных 

веществ или денатурирующих агентов [2]. Доказа-

но, что даже в условиях, обеспечивающих термоди-

намическую стабильность нативной структуры бел-

ка, явление агрегации в водных растворах может 

возникать в процессе хранения, а процесс деграда-

ции белковой молекулы в водном растворе проис-

ходит достаточно быстро (при хранении в течение 

18–24 ч) [3].

Метод лиофилизационной сушки (лиофилиза-

ции) широко используется в промышленности, осо-

бенно в качестве технологического этапа разработ-

ки и создания пептидных и белковых ЛП в связи с 

их высокой чувствительностью к нагреванию, что не 

позволяет проводить сушку при высоких температу-

рах, свойственных другим методам [4]. Следует также 

учитывать, что в лиофилизированном состоянии бе-

лок может сохранять физическую и химическую ста-

бильность во время транспортировки и при длитель-

ном хранении при температуре окружающей среды. 

Следовательно, лиофилизация представляет собой 

процесс, имеющий много нюансов и часто возника-

ющих проблем, избежать которых можно правильно 

подобрав вспомогательные вещества и режим сушки 

для них [5].

Общее описание производственного процесса 

сублимационной сушки включает в себя несколь-

ко этапов. После того, как флаконы загружают-

ся на полки, они охлаждаются примерно до 5°С за 

счет снижения температуры полки сублимацион-

ной сушилки. Температуру полки снижают до -10°C 
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и выдерживают около 30 мин, чтобы обеспечить 

равномерное переохлаждение всей партии. Этап за-

мораживания способствует быстрому охлаждению 

полки до нужной температуры замерзания и держит 

постоянную температуру для уравновешивания мас-

сообменных процессов. После заморозки первичная 

сушка инициируется созданием вакуума в камерах. 

Давление в камере падает ниже давления насыщен-

ных паров льда при температуре замерзания про-

дукта. Разница между давлением паров льда и дав-

лением в камере обеспечивает движущую силу для 

сублимации. При непрерывном нахождении каме-

ры под вакуумом давление в ней постоянно поддер-

живается ниже давления насыщенных паров льда, и 

сублимация продолжается до удаления всей замо-

роженной массы воды. Кроме того, некоторое ко-

личество связанной незамерзшей воды, оставшейся 

в продукте, которую можно удалить путем десорб-

ции при более высокой температуре, достигаемой во 

время вторичной сушки. Поэтому температуру пол-

ки обычно поднимают до температуры окружающей 

среды или более высокой температуры, и проводят 

сушку до достижения желаемой остаточной влаж-

ности. Камеру затем аэрируют, чтобы частично на-

рушить вакуум перед укупоркой флаконов. Таков 

общий характер процесса, при этом возможны не-

которые отклонения, обусловленные особенностя-

ми продукта и конструкцией оборудования [2,3,6].

Поддержание биологической активности и ста-

бильности белков и пептидов во время обычного про-

изводства, распределения, хранения и транспорти-

ровки должно быть приоритетным направлением при 

оптимизации рецептур данной группы ЛС. Для это-

го необходим тонкий баланс компонентов рецептуры 

и применяемых технологических методик [7]. Типич-

ная рецептура (состав) лиофилизированного пептид-

ного и белкового ЛП может содержать наполнитель, 

буфер, модификатор изотоничности, криопротек-

торы и лиопротекторы. В отличие от существующей 

дифференцировки по химическому строению, пред-

ложенной Государственной фармакопеей РФ XIII из-

дания, представляется рациональным распределить 

вспомогательные вещества по их функциональному 

предназначению (рис. 1). Основные характеристи-

ки рассматриваемых групп вспомогательных веществ 

рассмотрены ниже.

Наполнители. Белковые и пептидные ЛП чаще 

всего являются микродозированными, поэтому для 

обеспечения четкого выполнения технологических 

процессов производства и для максимального запол-

нения объема флакона используют наполнители [5]. 

Они позволяют фармацевтической промышленности 

и производству получить лиофилизированный про-

дукт, соответствующий всем установленным нормам 

качества. Обычно используют маннит, глицин и ги-

дроксиэтилкрахмал. Как правило, эта группа вспомо-

гательных веществ характеризуется высокой темпера-

турой распада (около -10°C) и высокой температурой 

стеклования (Tg’), а также фармакологической ней-

тральностью [8]. 

Модификаторы тоничности. Данную груп-

пу вспомогательных веществ (например, декстро-

зу, маннитол, глицерин, натрия хлорид и другие 

соли) применяют для создания осмотического дав-

ления раствора, соответствующего давлению в кро-

ви. Вне зависимости от своей химической природы, 

концентрация любых используемых модификато-

ров должна быть минимальной, чтобы избежать ве-

роятного осаждения при замерзании [8]. Необходи-

мо отметить, что при использовании натрия хлорида 

возможны проблемы во время лиофилизации, по-

скольку уменьшается температура распада рецепту-

ры, даже если часть соли не кристаллизуется, а так-

же повышается вероятность агрегации в процессе 

лиофилизации. Маннит или глицин, как кристалли-

ческие наполнители могут служить технологически 

более оптимальной альтернативой натрия хлори-

ду [9]. Если невозможно отрегулировать тоничность 

до процесса лиофилизации, часто используют такой 

технологический прием, как добавление модифи-

каторов с изотоническим разбавителем непосред-

ственно перед применением [10]. 

Поскольку механизм денатурации белка при за-

мерзании имеет свои особенности, необходимо учи-

Рис. 1. Классификация вспомогательных веществ, применяемых в процессе лиофилизации, по функциональному классу

Вспомогательные вещества для лиофилизации

Наполнители

Маннит
Глицин

Гидроксиэтилкрахмал
и др.

Модификаторы

Декстроза
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Глицерин

Хлорид натрия 

Твин-80
Твин 20
Brij 35

Triton X-10
Pluronic F127 

и др.

Сурфактанты

Трис-буфер
Гистидиновый 

буфер и др.

Буферы Криопротекторы и лиопротекторы

Полиолы (маннит)
Сахара (сахароза,трегалоза, 

лактоза, мальтитоза)
Полимеры (декстран, ПВП и ПЭГ)

Аминокислоты (глицин, 
альбумин) и др.
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тывать, в каких случаях следует использовать вспо-

могательные вещества, стабилизирующие белок при 

замерзании (криопротекторы), а в каких – стабилизи-

рующие во время сушки (лиопротекторы). Подобный 

выбор обусловлен различием в физико-химических 

свойствах стабилизационного взаимодействия этой 

группы вспомогательных веществ и молекул бел-

ка в высушенном, растворенном или замороженном 

состоянии. Некоторые криопротекторы и лиопро-

текторы характеризуются способностью защищать 

белковую структуру и при замерзании, и при суш-

ке, следовательно, подобные монокомпонентные 

протекторные системы можно рекомендовать для 

практического применения. Часто такую роль вы-

полняют невосстанавливающие сахара (например, са-

хароза и трегалоза), которые могут выступать как крио- 

и лиофильный протектор и обеспечивать стекловид-

ную матрицу, остающуюся аморфной во время лио-

филизации [8].

Криопротекторы. К данному классу относят-

ся вещества, которые защищают продукт от перео-

хлаждения, преимущественно на этапе заморажива-

ния процесса лиофилизации. Это вспомогательные 

вещества из самых разнообразных химических клас-

сов соединений, объединенных способностью вытес-

нять воду с поверхности белков в водных растворах. 

Примером криопротекторов могут служить полио-

лы (маннит), сахара (сахароза, лактоза, мальтитоза), 

полимеры (декстран, поливинилпирролидон – ПВП 

и полиэтиленгликоль – ПЭГ), аминокислоты (гли-

цин, альбумин) [8, 10]. 

Лиопротекторы. Иногда использование только 

криопротекторов недостаточно для сохранения бел-

ковых и пептидных ЛС, так как по термодинамиче-

ским причинам их способность вытеснять воду мо-

жет повлиять на стабильность структуры в процессе 

сушки [2]. В таких случаях для получения качествен-

ного продукта необходимы лиопротекторы, пред-

ставляющие собой соединения, которые в комбина-

ции с пептидом или белком предупреждают и/или 

снижают их физическую нестабильность при лио-

филизации и последующем хранении. Лиопротек-

торы стабилизируют белковые и пептидные ЛС пу-

тем взаимодействия с их молекулярной структурой 

в процессе сушки и образования защитного слоя 

на поверхности, выполняя роль «заменителя воды» 

при удалении гидратной оболочки белка. Наибо-

лее широко применяются сахара как группа с вы-

сокой прочностью кислородных связей и аморфной 

структурой, повышающей расстояние между белка-

ми в твердом состоянии и, следовательно, предот-

вращающей агрегацию [9]. Полифункциональность 

группы сахаров обусловливает нижний предел опти-

мальных концентраций для лиопротекции от 0,3М 

или выше. Дисахариды (трегалоза, сахароза, мальто-

за, лактоза) в целом более эффективны, чем моноса-

хариды, такие как глюкоза, или большие сахариды, 

такие как мальтогексоза. Так, например, особенно 

популярны трегалоза или мальтоза как стабилизато-

ры фосфофруктокиназы для сублимационной суш-

ки [6]. При отсутствии этих стабилизаторов фермент 

полностью инактивируется. В присутствии вспомо-

гательных веществ он сохраняет до 80% первона-

чальной активности после лиофилизации. Кроме 

того, хорошо зарекомендовал себя гидроксипропил-

β-циклодекстрин (ГП-ЦД), что объясняется сравни-

тельно высокой температурой распада (около -9°C), 

аморфным характером, хорошей растворимостью в 

воде и способностью к комплексообразованию. Не-

обходимо отметить, что вспомогательные вещества с 

высокой степенью кристаллизации, такие как ПЭГ, 

проявляют не слишком выраженные лиопротектор-

ные свойства, однако они могут быть эффективны-

ми в смеси с сахарами [1,6]. 

Сурфактанты. Неионогенные поверхностно-

активные вещества широко используются для ста-

билизации белков, подавляют агрегацию и способ-

ствуют восстановлению белка. Полисорбат-80 и 

Полисорбат-20, известные как Твин-80 и Твин-20, 

широко представлены на рынке для создания фар-

мацевтических композиций в диапазоне 0,0003-0,3%. 

В других случаях включают также Brij 35, Triton X-10, 

Pluronic F127 и натрия додецил сульфат [11]. 

Буферные системы. К данной группе относятся 

вспомогательные вещества, используемые для соз-

дания определенного pH раствора с целью стабили-

зации белковой или пептидной молекулы. Основная 

проблема с выбором буферной системы для стаби-

лизации пептидов и белков заключается в возмож-

ном осаждении солей буфера при замораживании и 

их способности вызывать резкие колебания рН сре-

ды. Например, кристаллизация двухосновной натри-

евой соли фосфорной кислоты приводит к сниже-

нию рН<4, поэтому целесообразность такого буфера 

весьма сомнительна. В качестве альтернативы можно 

использовать Трис-буфер или гистидиновый буфер, 

которые не вызывают резких колебаний рН при за-

мораживании [1,6,12].

Оптимизация состава лиофилизата необходима 

для решения таких часто встречающихся технологи-

ческих проблем, как разрушение первичной структу-

ры лиофилизата («коллапс») и возникновение явле-

ния обратного плавления.

«Коллапс» структуры лиофилизата определяет-

ся как процесс, при котором структуры, созданные 

в ходе сублимационной сушки, разрушаются при 

прохождении границы сублимационного раздела 

фаз. Кроме того, возможно проявление различных 

нежелательных свойств в результате «коллапса» та-

блетки лиофилизата (ТЛ) во время сублимацион-

ной сушки (например, путем забивания пути, по 

которому должна идти испаряющаяся влага, сни-
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жение скорости сублимации). В результате конеч-

ный продукт имеет тенденцию удерживать более 

высокое содержание влаги, чем продукт, высушен-

ный без разрушения, а остаточная вода может быть 

распределена неравномерно. Основным технологи-

ческим подходом для предотвращения «коллапса» 

является поддержание структурной целостности 

максимально замороженной концентрированной 

аморфной фазы, окружающей ледяные кристал-

лы, на этапе первичной сушки. Аморфная фаза су-

ществует как «стекло», которое представляет со-

бой одновременно твердый и хрупкий материал с 

незначительной подвижностью в течение времени. 

Характерная температура, при которой начинается 

стеклование, коррелирует с температурой, при ко-

торой замороженная таблетка претерпевает разру-

шение структуры [5]. Поэтому очень важно во вре-

мя первичной сушки поддерживать температуру 

образца ниже температуры начала стеклования со-

става для предотвращения разрушения структуры 

таблетки (рис. 2). 

Для выбора рационального температурного ре-

жима необходимо использовать стандартные темпе-

ратуры стеклования и разрушения основных вспомо-

гательных веществ, используемых в лиофилизации 

(см. таблицу). Для предотвращения «коллапса» ТЛ 

желательно подбирать составы с высокой температу-

рой начала стеклования, так как для проведения про-

цесса лиофилизации рекомендуются средние значе-

ния температуры продукта, а данный показатель не 

всегда достижим при низких значениях температуры 

стеклования в некоторых лио-

филизаторах [10]. 

Другим способом предот-

вращения «коллапса» являет-

ся включение в состав вспо-

могательных веществ, которые 

кристаллизуются и придают ТЛ 

жесткую макроскопическую 

структуру. При таком подхо-

де распад аморфной фракции 

ТЛ будет проявляться только в 

микроскопических масштабах 

на участках между кристалла-

ми. Этот технологический при-

ем рекомендуется только в тех 

случаях, когда все другие ва-

рианты не приносят желаемых 

результатов, потому что даже 

микроскопический распад мо-

жет привести к неблагоприят-

ным последствиям, указанным 

выше [5].

Помимо «коллапса», ха-

рактеризующегося измене-

нием ТЛ по границе зоны су-

блимации, в процессе первичной сушки часто 

возникает явление обратного плавления. Обратное 

плавление – это плавление льда в лиофилизате при 

повышении температуры полки выше температу-

ры плавления эвтектики. Данная проблема возни-

кает в случае изменения температуры плавления эв-

тектической смеси сравнительно с температурами 

монокомпонентов и может привести к деградации 

белковой или пептидной структуры ТЛ. Следова-

тельно, для предотвращения возникновения обрат-

ного плавления температура лиофилизата должна 

быть ниже температуры плавления эвтектики кри-

сталлического компонента состава во время пер-

вичной сушки [10].

ТЕМПЕРАТУРЫ СТЕКЛОВАНИЯ И РАЗРУШЕНИЯ ОСНОВНЫХ 
ВСПОМОГАТЕЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ В ЛИОФИЛИЗАЦИИ

Классы 
веществ Компоненты состава

Tg/°С 
(температура 
стеклования)

Тс/°С 
(температура 
разрушения)

Сахара

Сахароза
Трегалоза
Лактоза

Мальтоза

-32
-29
-28
-30

-31
-28,5
-30,5

Аминокислоты
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 
компоненты 
и соли

Натрия ацетат
Натрия цитрат

KH
2
PO

4

K
2
HPO

4

Трис•HCl
NaCl•2H

2
O

CaCl
2

ZnCl
2

4
-41
-55
-65
-65
-60
-95
-88

Рис. 2. Высушенные образцы α-амилазы: справа налево – 
без «коллапса», с «микроколлапсом» и с «коллапсом»
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Лиофилизация пептидных и белковых лекар-

ственных средств является перспективным методом 

увеличения стабильности, особенно при производ-

стве жидких парентеральных лекарственных форм.

Для оптимизации состава пептидных и белковых 

лекарственных препаратов в процессе лиофилизации 

рекомендуется использовать или аморфные напол-

нители, такие как сахара (сахароза, трегалоза), или их 

сочетание с кристаллизующимися агентами (маннит, 

глицин, ПЭГ) для фиксации структуры таблетки ли-

офилизата. 

Для предотвращения нежелательных явлений 

(в частности, «коллапс» лиофилизата и обратное 

плавление) необходимо придерживаться темпера-

турного режима ниже точки стеклования и эвтекти-

ческого плавления, а также использовать в рецепту-

ре кристаллизующиеся вспомогательные вещества, 

придающие таблетке лиофилизата жесткую макро-

кристаллическую структуру (например, маннит и 

ПЭГ).
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SUMMARY
Lyophilization of protein and peptide drugs is a promising method for designing stable and effective parenteral dosage forms. The paper consid-

ers the basic excipients used in the lyophilization of protein and peptide drugs, as well as their functional classification. It gives the characteristics of 
vehicles, cryoprotectants, lyoprotectants, tonicity modifiers, surfactants, and buffer systems. It also provides recommendations to solve the problems 
of preservation of the activity of a drug. The optimal combinations of excipients are proposed to improve the properties of lyophilisate tablets and 
to prevent their destruction.
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