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Summary

Katona, G., Jéjirt-Laczkovich, O., Szabo-Révész, P.*: Investiga-
tion of the recrystallization of trehalose as a good glass-
former excipient

An amorphous form of trehalose is easy to prepare by using a
solvent method. The recrystallization kinetics can be followed
well, which is important because of the occurrence of polymorphic
forms of trehalose. This is especially significant in the case of dry
powder inhalers. Spray-drying was used as a preparation meth-
od this being one of the most efficient technologies with which
to obtain an amorphous form. This method can result in the re-
quired particle size and a monodisperse distribution with excel-
lent flowability and with moreover considerable amorphization.
In our work, trehalose was applied as a technological auxiliary
agent, and literature data relating to the spray-drying technology
of trehalose were collected. Studies were made of the influence of
the spraying process on the amorphization of trehalose and on the
recrystallization of amorphous trehalose during storage. Amor-
phous samples were investigated under 3 different conditions
during 3 months. The recrystallization process was followed by
differential scanning calorimetry and X-ray powder diffraction.
The results demonstrated the perfect amorphization of trehalose
during the spray-drying process. The glass transition tempera-
ture was well measurable in the samples and proved to be the same
as the literature data. Recrystallization under normal conditions
was very slow but at high relative humidity the process was accel-
erated greatly. Amorphous trehalose gave rise to dilydrate forms
(y- and h-trehaloses) during recrystallization, and B-trehalose
was also identified as an anhydrous form.

Keywords: trehalose, amorphous form, spray-drying, recrystal-
lization, polymorphism.

Osszefoglalds

A trehaldz olddszeres eljardssal konnyen amorfizdlhaté anyag.
A rekrisztallizdcid folyamata jol nyomon kovethetd, vizsgdlata
pedig indokolt a spontin amorfizdlddds kovetkeztében megjele-
nd kiilonbézé polimorf modosulatok miatt. Ennek kiilondsen a
porinhaldcids készitményeknél van jelentdsége. Olddszeres eljd-
rdsként a porlasztva szdritdst alkalmaztuk, amivel kivint szem-
cseméretii, kivdld folydsi tulajdonsdggal rendelkezé monodiszperz
rendszer dllithatd el6, valamint nagymértékii amorfizdlddds ko-
vetkezhet be. A kisérletes munka elézményeként bemutatjuk a
trehalézt, mint a gydgydszatban alkalmazott segédanyagot és
annak legfontosabb tulajdonsdgait, illetve porlasztva szdritdssal
torténd feldolgozdsdnak irodalmi hdtterét. Arra kerestiik a vi-
laszt, hogy porlasztva szdritdssal elddllithaté-e amorf trehaldz,
s kiilonbozd koriilmények kozott tdrolva (3 honap), milyen vil-
tozdsokat tapasztalunk. Analitikai modszerként a differencidlis
pdsztdzo kalorimetridt és a porrontgen diffrakcids modszert alkal-
maztuk. Megdllapitottuk, hogy a porlasztva szdritds nagymérté-
kil amorfizdléddst okoz a mintdkban. Az iivegesedési homérséklet
mérhetd és az irodalmi értékkel megegyezd tartomdanyba esik. To-
vdbbd megallapitdsra keriilt, hogy magas pdratartalmii kozegben
a trehaldz tilnyomdrészt dihidrdt formdban (y- és h-trehaldz)
kristalyosodik vissza, és a rekrisztallizdcid iiteme Iényegesen fel-
gyorsul. A rekrisztallizdcid sordn egyéb polimorf mdédosulatot is
azonositottunk (anhidrdt B-trehaloz).

Kulcesszavak: trehaloz, amorf forma, porlasztva szdritds,
rekrisztallizdcio, polimorfia

Bevezetés

A gyobgyszerformdk tervezésénél a hatéanyagok
mellett a segédanyagok is kulcsfontossdgt szere-
pet toltenek be. A helyes segédanyag megvalaszta-
saval jobb oldédasi profil, nagyobb stabilitds, mo-
dositott hatéanyag leadds és jobb préselhet&ség ér-
het6 el [1]. Az iparban &ltaldban kristdlyos forma-
ban dolgozzdk fel a hat6- és segédanyagokat a for-
muldlds sordn, azonban egyes esetekben kedve-

zObb tulajdonsdgok érhetéek el az amorf forma
alkalmazdsaval. Ezen tulajdonsdgok kozé tartozik
a jobb vizoldékonysdg, jobb préselhetdség, ismé-
telt szabadalmaztathatésdg és a polimorf médosu-
latok egymadsba alakuldsdnak megakadalyozdsa
[2].

A szdraz porinhaldciés készitményeket (Dry
Powder Inhaler — DPI) leggyakrabban porlasztva-
vagy fagyasztva szdritdssal allitjdk el6. Ezekkel az
eljdrdsokkal kivant szemcseméretti, valamint kiva-
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16 folydsi tulajdonsdggal rendelkezd monodisz-
perz rendszer dllithaté el6, viszont nagymértékd
amorfizdléddst is eredményezhet. A folyamatot,
amikor az anyag valamely gydrtdskozi mdvelet,
esetleg a tdrolds sordn részben vagy egészben
amorfizdlédik, ,indirekt amorfizdldsnak”, vagy
amorfizdléddsnak nevezziik. A kristdlyos és az
amorf forma ardnya a porinhaldciés készitmények
alkalmazhatdsdgét jelentGsen befolydsolja, igy fo-
lyamatos kontrolldldst igényel mind a gyartds,
mind pedig a felhaszndldsig torténd tdrolds sordn.

A kisérletes munka modell segédanyaga

A kisérletes munka modell anyagédnak a trehalézt
vélasztottuk, mint amorfizdléddsra hajlamos se-
gédanyagot, mivel a feldolgozds sordn koénnyen
amorfizdl6dhat. A trehal6éz a-D-gliikopiranozil-a-
D-gliikopiranozid—dihidrdt  (a,a-trehal6z-dihid-
rat) vagy mikdz, ami egy természetes alfa-kotésd
diszacharid, amelyet két o-glitkézegység alkot a
11 glikozidos kotéssel (1. dbra). Fehér, vagy
csaknem fehér kristdlyos por, amely vizben b&sé-
gesen, metanolban alig és etanolban gyakorlatilag
nem oldédik.

A trehaldz a természetben is el6forduld anyag.
Gombak (ebbdl adddik egyik szinonim neve, a
mikdz = ,,gomba cukor”), névények és gerinctelen
allatok is bioszintetizaljak. Széles korben alkal-
mazzak segédanyagként az ipar tobb teriiletén is,
mint példaul a kozmetikai-, mezégazdasagi-, élel-
miszer- és a gyogyszeriparban. Az iparban a ke-
ményitd enzimatikus atalakitdsaval allitjak eld.
Mas diszacharidoktdl eltéréen, az eldallitas folya-
man nem lép kémiai reakcidba aminosavakkal
vagy fehérjékkel, és ez megakadalyozza a termék
barnuldsat (Maillard reakcio). A trehaldz egy nem
reaktiv cukor. Erds stabilitdsa a két gliikopiranoz
gyurtt 0sszekotd glikozidos kotés kis energidja-
nak (1 kcal/mol) koszonhetd. Nem disszocial két
redukalé monoszacharid
alkotdrészre, csak extrém
hidrolitikus koriilmények
kozott vagy trehaldz en-
e OH OH‘*\ *2H0|| zim hatdsara (amelyet a

L \ gombak és az emberi
OH O, \ szervezet is szintetizal).

) Szerepet jatszik a nove-
nyek és allatok anhidro-
bidzisaban, vagyis abban
a tulajdonsagukban, hogy
hosszt  ideig képesek
életben maradni viz nél-
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1. abra: Trehaloz (D(+)-
trehalbz-dihidrdit)
szerkezeti képlete

kiil. Nagy viztarté képességét a kozmetikai- és
élelmiszeriparban is hasznositjak.

A biomolekula stabilizacidjanak mechanizmusat
el6szor Fourier-transzformacids infravords spekt-
roszkopia (FT-IR) alkalmazasaval vizsgaltak a fe-
hérjék és cukrok kozotti kdlecsonhatasok jellemzésé-
nek céljabol. Ezt kovetden infravords (IR) és Ra-
man-spektroszkdpia segitségével kimutattak, hogy
a trehaldz legjelentdsebb funkcidja, hogy koncent-
ralja azt a kis mennyiségti vizet a fehérje kdzelében,
amely a funkcid megtartasdhoz sziikséges. A tre-
haléz fehérjestabilizald képességét az ipar szamos
teriiletén hasznosithatjdk; példaul a kozmetikai
iparban hidratalé készitményekben, vagy a gyogy-
szeriparban liposzoma stabilizalasara.

Az élelmiszeriparban szintén alkalmazott se-
gédanyag. Itt édesitd- és stabilizald szerként egy-
arant hasznéljak. Edessége a szacharéz 45%-aval
egyezik meg.

A gyodgyaszatban hatéanyagként is felhaszndlas-
ra kertil. ,,Chaperone” elnevezéstli anyagként hasz-
naljdk, amely segitséget nyujt a Creutzfeld—Jacob
kort, cisztas fibrozist és amiloid rendellenességeket
okoz6 fehérje aggregacidjanak megel6zésében.

A trehaléz segédanyagként valo legfontosabb
alkalmazasi teriiletei gyogyszerészeti szempont-
bol az oltdéanyagok stabilizalasa szobahdmérsékle-
ten valo tarolas céljara, enzimek tartositasa, illetve
emlds sejtek liofilizalas alatti karosodastol valo vé-
delme. Mivel koncentrdlja a fehérje kozelében a
vizet, igy az a liofilizdlas utan vissza tud rende-
zOdni nativ szerkezetébe és visszanyeri funkciojat.
Fejl6d6 orszagokban a jarvanyos gyermekbénulds
ellen alkalmazott ordlis oltéanyagok eléallitasanal
azt tapasztaltak, hogy trehaldz jelenlétében 45 °C-
on szaritva azok stabilak maradtak, 0sszehasonlit-
va a 4 °C-on lefagyasztott folyékony oldattal [3]. A
trehal6z masik fontos alkalmazasi teriilete a DPI
formaban torténdé hordozdéanyagként vald felhasz-
nalasa [4-6].

A trehaldz is, mint nagyon sok mas a gyogy-
szertechnologidban alkalmazott hatd- és segéd-
anyag, polimorfiara hajlamos. A segédanyagok
polimorfidjanak nagy jelentésége van a gyogy-
szeriparban, hiszen ez alapvetéen meghatdrozza
az adott forma olvadaspontjat, oldékonysagat, fi-
zikai és kémiai stabilitasat. A trehaléznak 4 poli-
morf modosulata ismeretes, amelyek kiilonb6z6
olvadasponttal rendelkeznek (I. tdabldzat) [7].

A fent emlitett példak azt tamasztjak ala, hogy a
trehal6z, mint gyogyszertechnoldgiai segédanyag,
szamtalanszor kertil feldolgozasra porlasztva- [4,
8-10] és fagyasztvaszaritassal [11-13]. Mivel ezek
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1. tdbldzat
A trehaléz polimorf médosulatainak olvaddspontja [7]

Polimorf mdédosulat neve Olvadaspont (°C)
a-trehaléz 126
B-trehal6z 215
y-trehaloz 118-122
h-trehaléz 100-110

az eljarasok gyakran okoznak amorfizalodast,
ezért a segédanyag ilyen szempontbdl torténd
vizsgalata igen érdekes lehet. Forgalomban 1év{ li-
ofilezéssel formulalt védjegyzett készitmény pél-
daul az ADVATE®, amelyben a hatdanyagot, a
rekombinans VIII-as véralvadasi faktort, a trehaloz
stabilizalja [14]. Tovabba a 4 polimorf modosulat
létezése a rekrisztallizacié kovetését is indokolja.

Az amorfizalas technologiai megvalositasa

Az amorf anyagok kialakuldsara / kialakitdsara
harom technolodgia alkalmazhato: olvadék technolo-
gia, Orléses és olddszeres eljirdsok [15]. Olvadék tech-
nologiaval két uton lehet amorf anyagot eldallita-
ni. Az egyik miivelet sordn a kristdlyos anyagot
megolvasztjuk, majd ezt az olvadékot hirtelen der-
mesztjiik. A masik miivelet sordn a kristalyos
anyagot a segédanyag olvadékaban diszpergaljuk,
majd ezt az olvadékot szintén dermesztjiik [16].
Dezintegrald muveletek koziil Orléssel is eldallit-
hatunk amorf anyagot. Orlés soran olyan mértékii
mechanikai erdt fejtiink ki a kristalyracsra, amek-
korat az az elasztikus hatarok kozt nem képes to-
leralni, igy megvaltozik a szerkezete. A keletkezd
hé hatasdra a lokalis olvaddsok miatt is amorfi-
zalodhat az anyag [17]. Az olddszeres eljarasok ko-
zOtt hdrom csoportot kiilonithetiink el: hémérsék-
letemeléssel torténd dehidracid, nyomascsokken-
téssel torténd szaritas (liofilezés) [18], porlasztasos
technologia [19]. Jelen munka az oldoszeres megol-
dasok témakorét, azon beliil is a porlasztva szari-
tast érinti.

Porinhalacids készitmények formulalashoz
alkalmazott segédanyagok
gyogyszertechnoldgiai vonatkozasai

A porlasztva szdritds egyik jelentSs felhaszndldsi
tertilete a por inhaldciés készitmények elGéllitdsa.
A porinhaléciés rendszerek pulmondlis gyogy-
szerbevitelre alkalmas szildrd fazisa készitmé-
nyek. F§ el6nytik, hogy nagy koncentracidju hat6-
anyagot juttathatunk célzottan a tiidébe és mini-
madlis az extrapulmondlis veszteség. Kivalthatunk

vele helyi illetve szisztémds hatdst, valamint ked-
vez$d a bioldgiai hasznosithatésdga. Ennek a
gyogyszerformdanak a fejlesztése, relative kevés se-
gédanyaggal megoldhatd, a hatéanyag stabilitdsa-
nak biztositdsa egyszerd. Nincs hajtégdz, csupan
egy adagoldcsavar, melynek kattandsig torténd te-
kerésével a ,unit dose” adagolds biztositott, igy
nem kell tartani a taladagoldst6l sem [20]. A szem-
cseméretnek 1-5 ym-es mérettartomdnyba kell es-
nie, mivel az ennél nagyobb szemcsék nem jutnak
4t a légutakon az alkalmazds helyére, az ennél ki-
sebbek pedig a kilégzéssel tdvoznak. Ahhoz vi-
szont, hogy a por jé folydsi tulajdonsdgokkal ren-
delkezzen, ne legyen koheziv és jol lehessen dozi-
rozni, segédanyagokra van sziikség. Ezeket az
anyagokat, amelyek a hatéanyagot célba juttatjdk,
hordozéanyagnak hivjuk. Erre dltaldban o-laktéz-
monohidratot alkalmaznak, de az 4j készitmé-
nyekben mdr mds segédanyagokkal is helyettesit-
hetik a laktézt. Ennek egyik oka a TSE (dtadhaté
spongiform enkefalopétids betegségek) elkertilése,
a masik pedig, hogy a laktéz reakcidba léphet az
amino csoporttal, igy fehérje és peptid készitmény
nem formuldlhat6 vele. Ebben az esetben a laktozt
tobbek kozott trehal6zzal helyettesitik. Lehetség
van még a raffin6z és a szukréz alkalmazdsara is.
Ezeknek a nem redukdlé cukroknak van egy
olyan kozos kedvezd tulajdonsaga, hogy porlaszt-
va szdritds sordn megvédik a fehérjéket vagy
peptideket a kiilonb6z6 stresszhatdsokkal szem-
ben. Helyettesitik a hidrogén kotéseket, amelyeket
normal esetben a viz tesz, valamint viszkézus ke-
veréket alkotnak a fehérjével, melynek kovetkez-
ményeként magas tivegesedési hémérsékletd ter-
mék keletkezik [21].

Kisérletes munka

A kisérletes munkank arra vilagit ra, hogy a poli-
morfidra hajlamos amorfizalt vagy amorfizalodott
segédanyagok a hdmérséklet és a relativ paratarta-
lom viszonyanak valtozdsara kiilonb6z6 polimorf
modosulatok forméjaban kristalyosodhatnak visz-
sza és ennek nagy jelentsége van a feldolgozas,
valamint az alkalmazas soran. Mivel a Szegedi Tu-
domanyegyetem Gyodgyszertechnologiai Intézeté-
ben mar van tudomanyos elézménye az anyagok
amorfizdlhatosaganak [15, 22-26], igy azt a célt tliz-
tiik ki magunk elé, hogy a porinhaldcids készitmé-
nyek egyik fontos komponensének a trehaléznak,
az amorfizalddasat és az amorf forma tarolas so-
ran bekovetkezett rekrisztallizaciojat, polimorf
modosulatait tanulméanyozzuk.
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Kiinduldsi segédanyag

A kiindulasi anyag a D(+)-trehal6z-dihidrat volt
(Carl. Roth. GmbH + Co. KG. 76185 Karlsruhe). Ezt
tekintettiik 100%-os kristalyos anyagnak. Viztar-
talma 9,5+0,5%, szulfattartalma pedig kevesebb,
mint 0,5% volt. Fajlagos forgatoképessége: 178+2°.

Mintadk elballitdsa

A kisérletes munkank sordn két mintat allitottunk
el6, azonos koriilmények kozott. Mindkét esetben
a trehaldzbol tisztitott vizzel 10%-os oldatot készi-
tettlink magneses kever6 segitségével, és ezt az ol-
datot BUCHI B-191 Mini Spray Dryer (Biichi,
Svajc) késziilékkel porlasztottuk a II. tdbldzatban
megadott paraméterek mellett [10]. Az igy nyert
terméket szobahémérsékleten (25+2 °C) exszikka-
torban taroltuk 32+5%-0s relativ paratartalmu
(RH) légtérben a vizsgalatok inditasaig.

Taroldsi koriilmények

A mintdkat 3 honapig taroltuk, kiilonb6z6 koriil-
mények (hOmérséklet, relativ paratartalom-RH)
befolyasat vizsgalva [27]. Az els6 porlasztott min-
tat (I) normal koriilmények kozt taroltuk, mig a
masodikat (IT) két részre osztottuk, egyik felét a
gyorsitott stabilitasi vizsgalatoknak (IIa), masik
felét pedig ennél intenzivebb terhelésnek (IIb) ve-
tettiik ald, a kovetkezOk szerint:

— normadl koriilmények kozott (I), exszikkatorban,

25+2 °C és 32+5% RH,

— a gyorsitott stabilitasi vizsgalat koriilményei ko-

z6tt (I1a), 40+2 °C, 75+5% RH [26],

— intenziven terhelt kondicidk kozott (IIb),
60+2 °C, 90£5%.

Utobbi ketténél mi allitottunk el kiilonb6z6
koncentracioju kénsav tartalmu higrosztat toltete-
ket és termosztatba helyeztiik azokat. A tarolasi
koriilményeket folyamatosan kontrollaltuk.

II. tdbldzat
Porlasztdsi paraméterek

Paraméterek Beallitas
Bemend hémérséklet (°C) 130-140
Kimend homérséklet (°C) 75-92
Pumpadramlds (ml/min) 2
Stiritett leveg6 nyomadsa (bar) 4,8
Atomiser pumpadramlds (normoliter/h) 600
Aspirator (%) 80
Pumpa dramldsa (%) 2

Vizsgild médszerek

A mintdkat METTLER Toledo 821¢ DSC (Mettler-
Toledo GmbH., Giefien, Németorszag) segitségével
vizsgaltuk. Ennek a modszernek a segitségével
igazoltuk a trehal6éz amorf formdjanak létét és az
amorf forma {ivegesedési hdmérsékletét (Tg) is ko-
vetni tudtuk a rekrisztallizacids folyamat soran. A
mérés soran 50,2 mg mintat mértiink aluminium
tégelybe analitikai mérleg segitségével, majd a té-
gelyt lezartuk és behelyeztiik a kemencébe. A ke-
mencét 25 °C-tol 250 °C-ig ftottiik fel 10 °C/min
fhtési sebességgel és mértitk a mintaban lejatszo-
d6 termikus valtozdsokat. Az eredményeket
STARe szoftver segitségével értékeltiik ki.

A visszakristdlyosodds folyamatdnak meghata-
rozdsdhoz porrontgen diffrakciés vizsgdlatokat is
végeztiink. Erre Bruker D8 Advance diffrakto-
méterrel (Bruker AXS GmbH., Karlsruhe, Német-
orszdg) berendezést haszndltunk. Sugdrforrasként
Cu KAI sugdrzést (A= 1.5406 A) alkalmaztunk. A
mintdk vizsgalata 40 kV fesziiltség és 40 mA dram-
erdsség alkalmazdsa mellett 3°-t6l 40°-ig (20) tor-
tént. A szkennelési sebesség 0,1°/min, a 1épéskoz
pedig 0,010° volt. A mtiszer kalibraldsa korund se-
gitségével tortént. Az eredmények kiértékelésére
pedig DIFFRACTplus EVA szoftvert alkalmaz-
tunk. A diffraktogramokat Ka2-vel korrigaltuk, si-
mitottuk és az alapvonal korrekcidjat is elvégez-
tik. A termékek azonositdsdra a Cambridge-i
Krisztallografiai Adatbézist (CCDC ID: AI631510)
hasznéltuk.

Differencidlis pdsztdzo kalorimetrids
vizsgdlatok (DSC)

A trehal6z T—je kisérletes tton, DSC vizsgalattal

meghatarozhats. A mintat felf(itottiik olvadas-

pontja folé, majd visszahtitottiitk szobahdmérsék-

letre és megismeételtiik a flitést ugyanazzal a fhtési

sebességgel. A kovetkezdket tapasztalatuk:

— a masodik melegités sordn eltlint a karakterisz-
tikus olvadaspont,

— a fhtési folyamat soran nem érzékeltiink bom-
lasra utalo jelet,

— a Tg lathatéva valt a gorbén (2. abra).

Az atmenet 109,3-130,0 °C-ig tart, kozépértéke
115,4 °C-nal talalhato. A trehaldz irodalombdl ismert
T -je szintén ebben a tartomanyban talalhat6 [7].

Irodalombdl ismeretes, hogy az tivegesedési hé-
mérséklet és az olvaddspont hdnyadosa elGrevetit-
heti az anyag amorfizadlhatésagat [25]. A 3. dbrdn
lathat6, hogy a kiinduldsi trehal6z hdrom poli-
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2. dbra: A trehaloz iivegesedési homérsckletének (T )
meghatdrozdsa DSC mddszerrel

morf keveréke (A gorbe). A gorbe alatti tertilet ara-
nyos az egyes modosulatok mennyiségével. Leg-
nagyobb ardnyban a h-trehal6z taldlhaté meg és ez
a legjobban amorfizdlhaté médosulat, T /T, (K/K)
értéke 1,03. Szintén j6l amorfizdlhaté a legkisebb
mennyiségben el&fordulé y-trehaléz, T /T, (K/K)
értéke 0,98. A legkisebb T /Tm (K/K) értékkel a
pB-trehal6z rendelkezik (0,71), de még ez a polimorf
is a jol amorfizdlhat6 kategéridba esik. Ezen el6-
vizsgélatok alapjan tehdt megdllapithaté, hogy a
trehal6z amorf formdja dllithaté el6 porlasztva
szdritdssal és igazoldst nyert az is, hogy a trehal6z
valdban j6l amorfizdlhat6 segédanyag.

Az els6 porlasztdsbdl (I) szédrmazé minta vizs-
gdlati eredményeit szintén a 3. dbra szemlélteti.
Az A gorbén a kiinduldsi kristdlyos trehal6z ldtha-
t6, hdrom polimorf médosulat kiilonithetd el rajta.

A hdrom cstics tehét a kiilonb6z6 polimorf médo-
sulatok olvaddspontja. A tobbi, B, C, D, E és F gor-
bék pedig a porlasztott minta DSC gorbéi idérendi
sorrendben. A mintdkat normadl koériilmények ko-
zOtt taroltuk (2542 °C, 32+5% RH), és mésfél hona-
pon keresztiil vizsgaltuk. A B gorbén a frissen por-
lasztott minta lathat6. Megdllapithat6, hogy a por-
lasztds nem eredményezett 100%-ban amorf ter-
méket, a minta némi kristdlyos frakciét tartalma-
zott, mégpedig a y-trehaléz (dihidrdt) polimorf
moédosulatot, amelynek 122 °C-nél van az olvadds-
pontja. Két nappal késébb vizsgélva lattuk a C gor-
bén, hogy a kristélyos frakci6 nétt, azaz megindult
egy lassu rekrisztallizdciés folyamat. Tizennégy
nappal a porlasztds utdn azt tapasztaltuk a D gor-
bén, hogy megjelent egy mdsik polimorf médosu-
lat, a B-trehal6z (anhidrét), melynek 215 °C-nal
van az olvaddspontja. Harminc (E), majd negyven-
két (F) nappal a porlasztds utdn azt a kovetkezte-
tést vontuk le, hogy mindkét polimorf médosulat-
hoz tartozé csucs alatti teriilet nétt, azaz nétt a
kristélyos frakcié mennyisége.

Ujabb sarzsot porlasztottunk (IT) azonos koriil-
mények kozott a trehaldz vizes oldatabol. Az ezen
porlasztasbol szarmazo mintdk vizsgalati eredmé-
nyeit mutatja a 4. és az 5. dbra.

A 4. dbrdn az A gorbe a kiinduldsi kristdlyos
trehal6z DSC gorbéje. A B és C gorbe pedig a friss
és tarolt porlasztott mintdé. Lathat6, hogy nem
eredményezett 100%-ban amorf terméket a maso-
dik porlasztds sem, a y-trehaléz (dihidrat) poli-
morf médosulat megtaldlhaté benne, olvaddspont-
ja 123 °C-ndl taldlhat6. A mintdk egyik felét
40+2 °C, 75+5% RH higrosztat toltetben tdroltuk és

Mexo

A

Mexo

—

z=

] =0 fi] 9D 10 130 1% 1t0 19w 2v w0 cC

3. dbra: Porlasztva szdritott trehaloz rekrisztallizdciojanak
DSC vizsgdlata (I minta, taroldsi koriilmények: 25+2° C,
32+5% RH). A: kiinduldsi kristdlyos trehaldz, B: friss
porlasztott minta, C: két napos minta, D: tizennégy napos
minta, E: harminc napos minta, F: negyvenkét napos minta.

4. abra: Kiinduldsi, frissen porlasztott és tarolt mintik
DSC gorbéje: a gyorsitott stabilitdsi vizsgdlatok (Ila)
koriilményeinek (40+2 °C, 75+5% RH) hatdsa az amorf
trehalézra. A: kiinduldsi kristdlyos trehaloz, B: friss
porlasztott minta, C: tdrolt minta 7 nap utdn.
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hét nap utdn vizsgaltuk. A C gorbén lathatd, hogy
egy 4j polimorf médosulat jelent meg a f-trehal6z
(anhidrét), 212 °C-nal. Kovetkeztetésként levon-
tuk, hogy a gyorsitott stabilitdsi vizsgalat koriil-
ményeinek hatdsdra a mintdk 100%-ban vissza-
kristdlyosodtak, mégpedig a h-trehaléz (dihidrat)
polimorf mdédosulatdba, melynek olvaddspontja
102 °C-ndl taldlhato.

A 5. dbra mutatja a porlasztott minta rekrisz-
tallizacios viselkedését szélsGséges koriilmények
kozott. Az A, B, C gorbék szintén a kiindulasi kris-
talyos trehaloz és a friss és a tarolt porlasztott
mintadk DSC gorbéi. A taroldsi koriilmények ennél
a vizsgalatndl a kovetkezOképpen alakultak:
60+2 °C-on, 90+5% RH, tarolasi id6: 7 nap. Ugyan-
azt tapasztaltuk, a kiindulasi kevés kristalyos
frakciot tartalmazé amorf mintank hét nap eltelté-
vel az agressziv tdroldsi kortilmények hatdsara
100%-ban visszakristalyosodott a h-trehaloz (di-
hidrat) polimorf modosulataba.

A DSC vizsgalatok eredményeit a III. tdbldzat
foglalja 6ssze. Megjeloltiik, hogy a vizsgalatok so-
ran az irodalomban fellelhetd trehal6z polimorf
modosulatok koziil, melyeket taldltuk meg a min-
takban. A DSC vizsgalatokbol nyerheté adatok
alapjan, a mintdk adott polimorfra vetitett krista-
lyossagat is kiszamoltuk és jeloltiik a tablazatban.
Ez az eredmény félkvantitativnak tekinthetd, de a
rekrisztallizacios tendencia leirasara alkalmas. A
vizsgalatok végén tapasztalt 100% folotti értékek
csupan a modszer félkvantitativ jellegére utalnak.

Porrontgen diffrakcids vizsgdlatok (XRPD)

| w II>
[
|

2-Theta I

6. dbra: Kiinduldsi anyag és porlasztva szdritott termék
porrontgen diffraktogramijai: A: kiinduldsi kristdlyos
trehaldz, B: friss porlasztott minta.

A porrontgen diffrakcios vizsgalatok eredményei
0sszhangban vannak a DSC mérésekkel, amelyek
a 6. dbrdn 1év6 diffraktogramokon jol kovethetdk.
Az abra jol mutatja, hogy az A jelzés(i kiindulasi
trehaldz kristalyos termék, a B pedig az porlaszt-
va szaritas soran képz6dott 1. minta, amely rontgen
amorfnak tekinthetd.

Az tjabb (II. minta) XRPD eredményeit a 7. dbra
szemlélteti. Az A diffraktogram a kiindulasi kris-
talyos trehal6z, a B a frissen porlasztott amorf
minta és a C pedig a tarolt minta diffraktogramja.
A B gorbe kisimult, a jellemzd intenzitas értékek el-
tintek, azaz rontgen amorf terméket eredménye-
zett a porlasztas. A visszakristdlyosodo mintaban
(C) kezdenek megjelenni a karakterisztikus csu-
csok, Osszehasonlitva a Cambridge-i Krisztallo-
grafiai Adatbazisban 1évé trehaléz dihidrat poli-
morf modosulat diffraktogramjaval, 1athato, hogy

E T T O S O O T O T

5. abra: Kiinduldsi, frissen porlasztott és tarolt mintik
DSC gorbéi: szélsdségesen (IIb) terhelt (60+2 °C,
90+5% RH) koriilmények hatdsa az amorf trehalozra.
A: kiinduldsi kristdlyos trehaldz, B: friss porlasztott minta,
C: tdrolt minta 7 nap utdn.

c ‘ |
trehabie-dibidrat | i J |

|
(Cambridge) | | | |
AR vl
L J W UL ) dhir, o e N

"o n E
2-Thetat}

7. dbra: A kiinduldsi és porlasztdssal el6allitott
mintik porrontgen diffraktogramjai: amorf trehaléz
rekrisztallizdcidja és a visszanyert anyag azonositdsa.
A: kitnduldsi kristalyos trehaldz, B: frissen porlasztott
minta, C: normdl koriilmények kozott (25+2 °C és
32+5% RH) tarolt 1 napos minta.
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II1. tabldzat
Tdroldsi koriilmények hatdsdra megjelend polimorf médosulatok (3-5. dbra adatai alapjdn)
Porlasztott Koriilmények Polimorf mdédosulat
minta Tarolasi id6 | Homérséklet Paratartalom a B Y h
(nap) (W) (RH%) (%) (%) (%)
Kiinduldsi - 42,93 | 684 | 5023
trehal6z
I 0 ) ) 4,47 )
! 2 ) ) 6,44 .
I 14 2542 3245 - 0,39 574 -
I 30 j 0,21 5,92 )
I 42 - 1,62 6,11 .
ITa 0 - - -
5,12
4042 755
lfa 4 ) 3,29 ) 1019
IIb 0 - - 512 -
60+2 90+5
b 7 i i i 104,28

a jellemz6 csticsok egybeesnek. A porlasztott ter-
meék tehat a trehaldz-dihidrat polimorf moédosu-
latba kristalyosodik vissza. A kiinduldsi kristalyos
trehalozrdl (A) pedig megallapithatd, hogy tobb
polimorf mdédosulat keveréke, a modosulatok ref-
lexioi megjelennek a diffraktogramon.

Osszefoglalas

A kisérletes munka sordn porlasztva szdritdssal
allitottunk el6 trehal6z oldatb6l amorf szildrd fa-
zist terméket, majd vizsgéltuk a rekrisztallizacié
folyamatat kiilonboz6 koriilményeket alkalmazva
a térolds sordn. Megéllapitottuk, hogy a trehaléz
porlasztva szdritdssal amorfizdlédik (kevés krista-
lyos frakci6 marad a rendszerben). A T mérhet6 a
mintdkban és megegyezik az irodalmi értékkel.
Lathattuk, hogy viszonylag alacsony pdratartalom
mellett megindul a rekrisztallizdci6, de a teljes fo-
lyamat igen lasst, id6tartama hénapokban mérhe-
t6. Intenzivebb koriilmények hatdsdra viszont rob-
bandsszertien megindult a visszakristdlyosodds.
A trehal6zndl a dihidrat forma (y- és h-trehaléz) a
meghatdrozo a rekrisztallizdci6 sordn, de anhidrat
forma (B-trehal6z) is detektdlhats. MegfelelGen
hosszid id6 utdn a kiinduldsival megegyezd poli-
morf moédosulatok keveréke nyerhet6 vissza. Ez

azt tdmasztja ald, hogy azokndl a porinhaldciés
készitményeknél, ahol trehaléz a hordozé, kiils-
nos figyelmet kell forditani a megfelel§ tdrolasi
koriilmények megvdlasztdsara.

,A kutatatdss a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-
2012-0035 Kornyezeti tényezok és genetikai faktorok
interakcidjanak vizsgdlata immunmedidlt és daganatos
betegségek kialakuldsdba cimii kiemelt projekt keretében
zajlott.”
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