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О
днако хранение биофарма-
цевтических белков являет-
ся очень трудной задачей 

применительно как к нерасфасо-
ванным балк растворам, так и к 
высокочистым готовым лекар-
ственным формам. Как правило, 
белки хранят в замороженном со-
стоянии, что подразумевает их за-
морозку в буферном растворе в 
специальных криоконтейнерах до 
температур, достигающих иногда 
–70 °C. В таком состоянии их мож-
но хранить и транспортировать. 
Основная сложность данного под-
хода заключается в том, что до сих 
пор трудно было предсказать, как 
жидкость будет взаимодейство-
вать с белком во время процесса 
замораживания, поэтому часто 
возникало значительное и не-
предсказуемое повреждение цен-
ных белков.

Влияние процесса заморажи-
вания и оттаивания на качество 
белков определяется технологией 
замораживания и имеет большие 
отличия в зависимости от белко-
вых веществ. Компания ZETA в 
сотрудничестве с исследователь-
ским центром RCPE (The Research 
Center Pharmaceutical Engineering 
GmbH) изучает разновидности 
различных процессов, их влияние 
на формирование белковых агре-
гатов и активность белков после 
оттаивания. К тому же гораздо бо-
лее точно, чем раньше, иллюстри-
руются физические процессы, 
происходящие во время процесса 
замораживания. Миграция жид-
кой и замороженной фаз, проте-
кающая в этот период, и образо-
вание межфазного слоя между 
ними могут приводить к критиче-
скому стрессу белков [1]. Следую-
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щим фактором стресса может 
стать матрица ледяных кристал-
лов водной фазы, которая в зави-
симости от их размера может ин-
капсулировать или вытеснять бе-
лок [2, 3].

Для того чтобы иметь возмож-
ность охарактеризовать и моде-
лировать процессы заморажива-
ния, был создан лабораторный 
аппарат объемом 200 мл для осу-
ществления данного процесса. Он 
оснащен автоматизированным 
термостатом и 7 температурными 
сенсорами. Этот аппарат исполь-
зовали совместно с данными о 
динамике замораживания бел-
ков, а затем полученные резуль-
таты применяли для моделирова-
ния процесса с помощью CFD 
компьютерной симуляции. В даль-
нейшем полученная модель была 
проверена экспериментально. 
Для использования этих результа-

тов в производственных процес-
сах необходимо было проверить 
модель еще и на пилотной уста-
новке, для чего был сконструиро-
ван аппарат объемом 700 мл для 
замораживания. Этот пилотный 
модуль был разработан по про-
мышленным стандартам и обору-
дован различными портами, в ко-
торые можно устанавливать дат-
чики температуры и pH, а также 
оптические датчики.

Предыстория проекта
Австрийская компания ZETA 
Biopharma  вот уже много лет 
продолжает производить про-
мышленные установки для замо-
раживания активных фармацев-
тических ингредиентов. В ходе 
этой деятельности крупные фар-
мацевтические компании выра-
жали свою потребность в систе-
мах разных размеров для раз-

личных продуктов, что в свою 
очередь требовало более глубо-
кого понимания процессов замо-
раживания.

До недавнего времени было 
очень мало сведений о физиче-
ской динамике, происходящей в 
промышленных криогенных емко-
стях. До сих пор считается прием-
лемым мониторинг процесса, при 
котором используют только один 
температурный датчик [6]. Такой 
недостаток знаний часто приводит 
к тому, что масштабирование осу-
ществляется путем проб и ошибок, 
а это является причиной возник-
новения неожиданных отличий в 
получаемых результатах при ис-
пользовании новых масштабов 
процесса. Таким образом, зада-
чей данного проекта было дости-
жение фундаментального понима-
ния физических явлений, проис-
ходящих во время процесса замо-
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раживания, и использование этих 
знаний при проектировании си-
стем для различных пользовате-
лей. С целью реализации данной 
задачи было разработано специ-
альное сочетание симуляторных 
моделей, экспериментальных те-
стов, а также новых наработок 
при проектировании систем. Из-
влеченные уроки позволят в буду-
щем точнее прогнозировать ход 
процесса.

Научную поддержку трехлетней 
разработки этого эксперимен-
тального аппарата осуществлял 
Исследовательский центр фарма-
цевтического инжиниринга K1, 
расположенный в г. Грац (RCPE), 
под руководством профессора Йо-
ханнеса Кхинаста (Prof. Johannes 
Khinast). Компания ZETA Biopharma 
совместно с RCPE разработала 
оборудование и процессы в соот-
ветствии с современными принци-
пами встроенного качества QbD.

Подробности 
планирования эксперимента 
и разработки процесса 
Проект дал фундаментальное 
представление о процессах, про-
исходящих во время заморажива-
ния фармацевтических белков. 
Механистически изучали эффекты, 
которые влияют на стабильность 
референсных белков в зависимо-
сти от интенсивности заморажива-
ния, температуры и объема. Ре-

Диаграмма 1. 
Результаты измерения 
температуры во время 

замораживания 200 мл 
раствора лактатдегидрогеназы 
LDH (100 мг / мл) и сравнение 
с результатами компьютерной 
CFD-симуляции. Непрерывные 
линии показывают результаты 
экспериментальных значений 

измерений, прерывистые линии 
того же цвета – данные симуляции 

температуры в те же 
моменты времени

Диаграмма 2. 
Сравнение данных CFD-симуляции с термографическими 

результатами измерения температуры 
во время замораживания 200 мл раствора BSA
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зультаты такого изучения позволя-
ют создавать криоемкости, разра-
батываемые индивидуально с уче-
том специфики конкретного за-
казчика, что гарантирует высочай-
ший уровень качества фармацев-
тических продуктов. 

В одном из экспериментов для 
того, чтобы задать CFD-параметры, 
выполняли первоначальные тер-
мографические измерения, а за-
тем исследовали предсказуемость 
качества модели в зависимости от 
температуры и условий криокон-
центрирования. В модуль замо-
розки были установлены 7 темпе-
ратурных датчиков для записи про-
филя температуры в растворе во 
время процесса замораживания.

На диаграмме 1 изображены 
кривые зависимости температуры 
от времени для 200 мл раствора 
LDH концентрации 100 мкг / мл, а 
также температура теплоносителя 
и заданная температура. После 
начальной стадии охлаждения 

(phase A) начинается фаза кри-
сталлизации, которая сопрово-
ждается температурным плато 
(phase B). Далее следует результат 
высвобождаемой теплоты кри-
сталлизации в комбинации с по-
стоянным охлаждением. 

На диаграмме 2 дополнитель-
но показаны температурные про-
фили, полученные в результате 
компьютерной CFD-симуляции. 
Отмечено хорошее соответствие 
между результатами компьютер-
ной симуляции и данными экспе-
риментального определения тем-
пературы [1].

С помощью метода инфракрас-
ной термографии удалось визуали-
зировать процесс замораживания 
во время параллельного измере-
ния температуры на поверхности 
раствора белка. Сравнение этих 
результатов с данными, получен-
ными после CFD-симуляции, по-
могло верифицировать погранич-
ные условия CFD-модели. На диа-

грамме 1 представлены результа-
ты симуляции после оптимизации 
модели и экспериментальные дан-
ные термографии раствора BSA, 
который охлаждали до температу-
ры –34 °C [1].

Чрезвычайно важной частью 
информации для оптимизации 
процесса замораживания в про-
мышленных масштабах является 
идентификация зон внутри емко-
сти, где замораживание происхо-
дит в последнюю очередь.

В отличие от лабораторной за-
морозки, использованной в этом 
проекте, в модулях промышленно-
го масштаба, как правило, невоз-
можно осуществлять визуальную 
инспекцию замораживаемых рас-
творов. Поэтому для создания на-
дежной системы мониторинга про-
цесса очень важно правильно раз-
местить температурные датчики. 
Также в текущем наборе экспери-
ментов исследователи обнаружи-
ли асимметричное заморажива-

Установка промышленного масштаба ZETA Freeze & Thaw System объемом 300 L 
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ние. Это означает, что для пра-
вильного планирования работы 
модуля замораживания необходи-
мы точные знания о механизме 
этого процесса.

Предпосылки 
для успешности проекта
Проект стал успешным благодаря 
тому, что данные прогнозирова-
ния, полученные после симуля-
ции, совпали с результатами экс-
периментов. Это послужило нача-
лом к механистическому понима-
нию процесса замораживания. 
Такие механистические знания 
создают базис для рациональной 
оптимизации и масштабирования 
процесса.

Успех совместного проекта об-
условлен преимущественно таки-
ми тремя основополагающими 
элементами, как:
• экспертиза в предметной об-

ласти и прикладная технология;
• хорошо формализованные 

структуры управления проекта-
ми;

• гармоничная атмосфера и ко-
мандная работа с вовлечением 
всех участников проекта.
Для успешного сотрудничества 

в таком сложном окружении недо-
статочно только одного из этих 
элементов. Как правило, при про-
ведении фундаментальных иссле-
дований и коммерческих разрабо-

ток фокусируют внимание на раз-
ных целях, поэтому соединение их 
в одном проекте зачастую являет-
ся очень сложной задачей.

Заключение и важные выводы 
для будущей практики
Криоэффекты проявляются как во 
время замораживания, так и во 
время размораживания раство-
ров белков. Величины этих эффек-
тов и их последствия могут суще-
ственно отличаться для разных 
продуктов и зачастую проявляют-
ся в потере активности белков. 
Помимо этого инактивированная 
фракция белка может образовы-
вать примеси в продукте, которые 
потом нужно будет удалять, ис-
пользуя дополнительные дорого-
стоящие стадии очистки. В некото-
рых случаях чрезмерно выражен-
ный криоэффект может даже при-
вести к полной потере партии.

Но если известны механизмы 
продукт-специфичных криоэф-
фектов, то им можно противодей-
ствовать при конструировании 
аппаратуры и использовании со-
ответствующих методик процес-
сов. Это означает, что ZETA может 
внести свой эффективный вклад 
как в разработку процессов на 
предприятии заказчика, так и в 
уменьшение потерь продукта. 
Благодаря использованию лабо-
раторных и пилотных систем за-

мораживания ZETA можно про-
гнозировать поведение раство-
ров протеинов при различных ус-
ловиях процесса. Полученные ре-
зультаты станут основой при кон-
струировании оборудования и 
разработке процессов промыш-
ленного масштаба. Совместно с 
заказчиком с помощью этого спо-
соба можно оптимизировать про-
цесс замораживания для про-
мышленного применения.

Описываемый проект суще-
ственно улучшил точность прогно-
зирования процессов при разра-
ботке новых методов. До этого су-
ществовало только небольшое 
число эмпирических исследований 
по распределению фармацевтиче-
ских белков в замороженном со-
стоянии. В ходе данного проекта 
впервые стало возможным пред-
сказать это распределение с ис-
пользованием компьютерной си-
муляции и внести рациональные 
предложения в целях улучшения 
конструкции процессного обору-
дования.

Результаты дальнейших экспе-
риментальных исследований по-
зволили не только провести вали-
дацию моделируемого метода, но 
и сделать вывод, что качество про-
дукта напрямую зависит от мето-
дики процесса. Разработанную 
методику можно эффективно ис-
пользовать для существенного 
уменьшения расходов при масшта-
бировании процессов с одновре-
менным улучшением качества 
продукта. Команда исследовате-
лей разработала новые способы 
мониторинга качества продукта 
непосредственно в процессе за-
мораживания. Раньше существо-
вала возможность определять ка-
чество продукта только после от-
таивания в жидкой фазе, но не в 
замороженном состоянии. 
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