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1 Introduzione

Il presente lavoro di Tesi si focalizza sul monitoraggio della fase di congelamento del
processo di liofilizzazione. A tale scopo verra utilizzata una termocamera a raggi infrarossi
(IR) che, combinata con I’applicazione di un modello matematico, consente di caratterizzare
la struttura del prodotto formatasi durante il congelamento.

In questo primo capitolo si fornira pertanto un breve inquadramento generale del processo
di liofilizzazione, seguito da una trattazione piu specifica della fase di congelamento e del
monitoraggio tramite termografia.

1.1 1l processo di liofilizzazione

I processo di liofilizzazione ¢ largamente utilizzato per 1’ essiccamento di prodotti deperibili
e ad alto valore aggiunto, principalmente alimenti e prodotti farmaceutici (Fissore, 2013).
Questa tecnica consente infatti di abbassare il contenuto di umidita residua a livelli tali da
consentire la conservazione per lunghi periodi, e ridurre notevolmente anche i costi di
trasporto. Un significativo vantaggio della liofilizzazione rispetto alle altre tecniche di
essiccamento consiste nella possibilita di rimuovere 1’acqua a bassa temperatura, quindi
minimizzando gli stress per prodotti termolabili. Nel caso di alimenti, questo consente di
preservare le proprieta organolettiche, mentre per quanto riguarda i prodotti farmaceutici ¢
possibile aumentare considerevolmente la shelf life senza compromettere il potere
terapeutico del principio attivo.

La liofilizzazione consiste di tre fasi, ovvero congelamento, essiccamento primario ed
essiccamento secondario, che verranno dettagliate meglio nel seguito.

Congelamento: durante questa prima fase la temperatura del prodotto viene abbassata
(linea 1 in Figura 1.1) in modo da consentire il completo congelamento dell’acqua libera.
Esistono diversi protocolli per congelare il prodotto, che differiscono per velocita, mezzo
refrigerante, possibilita di controllo di cooling rate e/o della temperatura di nucleazione ecc.
Poiché questo lavoro di Tesi si concentrera in maniera specifica sul processo di
congelamento, un capitolo a parte verra dedicato nel seguito alla descrizione nel dettaglio
delle problematiche e del ruolo di questa fase nell’ambito del processo di liofilizzazione.
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Figura 1.1: Diagramma di stato dell’acqua.
Da https://it.wikipedia.org/wiki/File: Diagramma di_fase acqua.svg (accesso 4/01/2019),
con modifiche.



Essiccamento primario: al termine della fase di congelamento la pressione all’interno del
liofilizzatore viene abbassata (linea 2 in Figura 1.1) al di sotto del punto triplo dell’acqua,
e la temperatura aumentata (linea 3 in Figura 1.1) in modo da consentire la rimozione
dell’acqua congelata tramite sublimazione. Durante 1’essiccamento primario € necessario
fornire costantemente calore al prodotto per compensare [’endotermicita della
sublimazione. La forza spingente per la rimozione dell’acqua durante I’essiccamento
primario ¢ rappresentata dalla differenza di pressione parziale del vapore tra I’interfaccia di
sublimazione p.; ¢ la camera di liofilizzazione p... Nella liofilizzazione sotto vuoto la
riduzione della pressione parziale del vapore in camera viene realizzata abbassando la
pressione totale, attraverso un sistema formato da condensatore, per il vapore d’acqua, e
pompa ad anello liquido, per la rimozione degli incondensabili. E anche possibile, pero,
effettuare I’essiccamento primario in condizioni atmosferiche, abbassando la pressione
parziale del vapore acqueo in camera tramite un flusso di gas a bassissimo contenuto di
umidita (Fissore et al., 2013).

11 flusso di vapore J,, € in ogni caso anche funzione della morfologia del prodotto, tenuta in
conto dalla resistenza al trasporto R,, come descritto in Equazione 1.1 (Fissore e Pisano,
2015),

1
Jw = R_p(pwi — Dwe) (1.1)

L’essiccamento primario ¢ in genere la fase piu lunga del processo di liofilizzazione ed un
parametro che necessita di essere strettamente controllato in questo stadio ¢ la temperatura
del prodotto. E infatti assolutamente necessario evitare il superamento di una temperatura
critica, nota come temperatura di collasso, raggiunta la quale si verifica la perdita della
struttura del prodotto essiccato. La conseguenza ¢, pertanto, la perdita delle proprieta
estetiche del prodotto, ed il rischio € che quest’ultimo non sia piu accettabile da un punto di
vista commerciale. Inoltre, prodotti collassati mostrano spesso un contenuto di umidita
residua superiore al livello richiesto per una buona conservazione a lungo termine. Per
prodotti cristallini la temperatura limite ¢ la temperatura eutettica, mentre nel caso di
formulazioni amorfe la temperatura limite € spesso vicina alla temperatura di transizione
vetrosa (Pikal 1990a, 1990b). Spesso per aumentare la temperatura di collasso del prodotto,
e consentire quindi di svolgere I’essiccamento primario a temperature piu elevate e in tempi
piu brevi, vengono aggiunti alla formulazione dei particolari componenti, noti come bulking
agents, ad esempio mannitolo e glicina.

Nel caso della liofilizzazione sottovuoto investigata durante questo lavoro di Test il prodotto
viene congelato ed essiccato all’interno di flaconi appoggiati sui ripiani di un liofilizzatore,
all’interno dei quali circola un fluido tecnologico. Lo scambio termico col prodotto durante
I’essiccamento primario ¢ quindi somma di diversi contributi: contatto col ripiano,
conduzione e convezione nel gas e irraggiamento. Tali contributi vengono generalmente
considerati con un fattore di scambio globale K, (Fissore e Pisano, 2015). Il flusso di calore
Jy € pertanto funzione della differenza di temperatura tra il fluido 7re la base del flacone 75,
secondo 1’equazione seguente:

Jg = Ko(Ty = Tp) (1.2)



Essiccamento secondario: in quest’ultima fase del processo di liofilizzazione si verifica la
rimozione per desorbimento dell’acqua legata, descrivibile, ad esempio, mediante
I’equazione seguente:

(1.3)

dove ky ¢ la costante di desorbimento, C,, la concentrazione di umidita residua nel prodotto
e C° ¢ il contenuto di acqua all’equilibrio (Pikal ef al., 1990).

L’essiccamento secondario si realizza aumentando la temperatura del prodotto e, spesso,
abbassando ulteriormente il livello di pressione in camera. In genere questa seconda fase di
essiccamento ¢ piu breve della precedente ed il parametro di maggiore importanza ¢ il
contenuto di umidita residua finale che, per molte applicazioni, deve essere portata al di
sotto di un livello critico. Per esempio, ¢ stato riportato in letteratura che il contenuto di
acqua in una formulazione liofilizzata non dovrebbe eccedere il 2% (Daukas e Trappler,
1998). A volte pero ¢ stato anche osservato che 1’over-drying pud essere dannoso per
prodotti particolarmente sensibili, quali i farmaci a base proteica (Hsu et al., 1992).

1.2 La fase di congelamento

In questa sezione ci si concentrera in particolare sulla prima fase della liofilizzazione,
ovvero il congelamento, che sara al centro del lavoro di Tesi. Come accennato, il processo
di congelamento puo essere effettuato usando diversi protocolli. Il metodo sicuramente piu
rapido prevede I’immersione in azoto liquido, e talvolta vengono anche utilizzati flussi di
gas a bassa temperatura, per indurre la rapida formazione di ghiaccio all’interno del
prodotto. Tuttavia, in questo lavoro ci si focalizzera sul metodo di congelamento piu diffuso,
soprattutto in ambito farmaceutico, noto come shelf-ramped freezing (Kasper e Friess,
2011). Durante lo shelf-ramped freezing la temperatura del prodotto, appoggiato sui ripiani
del liofilizzatore, viene abbassata gradualmente riducendo la temperatura del fluido
tecnologico, in genere fino a valori di -40/-50°C. Questa tecnica consente un controllo
accurato del cooling rate, ovvero della velocita di raffreddamento imposta al fluido
tecnologico, e quindi alla formulazione. Un esempio di profilo temperatura-tempo durante
shelf-ramped freezing ¢ mostrato in Figura 1.2.

Inizialmente la formulazione liquida si raffredda al di sotto della temperatura di
congelamento. Questa ¢ una situazione metastabile, in cui il congelamento ancora non si
verifica per ragioni di tipo cinetico. Quando 1l livello di sotto-raffreddamento ¢
sufficientemente elevato da consentire il superamento della barriera termodinamica per la
formazione dei primi nuclei di ghiaccio, avviene il fenomeno della nucleazione (indicata
con un asterisco in Figura 1.2). A questo punto la temperatura del prodotto sale rapidamente,
portandosi vicina al valore di equilibrio, perché la formazione di ghiaccio ¢ un processo
esotermico. Il fronte di congelamento si muove poi gradualmente all’interno del prodotto e,
in una prima fase, la temperatura non varia in maniera significativa in quanto la rimozione
di calore attraverso il fluido tecnologico controbilancia quasi esattamente il processo
esotermico di cristallizzazione. Successivamente, quando la maggior parte dell’acqua libera
¢ congelata, la temperatura del prodotto decresce in maniera rapida, raggiungendo infine
uno stazionario.



10
@)
[e]
g
5-10
<
Pt
5
=3
g
= -30
S50 b0
0 40 80 120
Tempo, min

Figura 1.2: Esempio di profilo temperatura-tempo durante shelf-ramped freezing.

La fase di congelamento svolge un ruolo fondamentale all’interno del processo di
liofilizzazione in quanto determina la struttura del prodotto (Hottot ef al., 2007). Una delle
variabili di maggiore interesse ¢ la dimensione dei cristalli di ghiaccio che si formano
durante il processo (Arsiccio et al., 2017). Infatti, se il prodotto non subisce collasso, il
diametro dei cristalli di ghiaccio D, coincide con la dimensione dei pori formati nel prodotto
essiccato. Pori di grossa dimensione risultano in una bassa resistenza al trasporto di vapore
per sublimazione, Ry, € accelerano quindi il processo di essiccamento primario (Searles et
al., 2001). Viceversa, la velocita di desorbimento ¢ penalizzata dalla riduzione della
superficie specifica (SSA) che si verifica in presenza di elevati valori di D, (Oddone et al.,
2017). La morfologia del prodotto ¢ quindi di fondamentale importanza per 1’efficienza del
processo di liofilizzazione, ma ¢ anche legata alla qualita del prodotto. Infatti, pori di piccola
dimensione facilitano il raggiungimento di temperature elevate durante 1’essiccamento
primario e, quindi, rendono piu facile I’indesiderato superamento della temperatura di
collasso. Inoltre, nel caso di prodotti sensibili a denaturazione interfacciale, come le
proteine, la formazione di piccoli cristalli di ghiaccio aumenta in maniera considerevole 1
fenomeni di unfolding e aggregazione (Bhatnagar et al., 2008). Infine, la morfologia del
prodotto influenza anche sensibilmente il tempo di ricostituzione di formulazioni ad elevata
concentrazione, e cio puod avere importanza critica in alcune applicazioni (Geidobler et al.,
2013).

Le variabili che maggiormente influiscono sulla dimensione dei cristalli di ghiaccio, e
quindi dei pori del prodotto secco, sono il cooling rate e la temperatura di nucleazione 7,
(Nakagawa et al., 2007). Elevati cooling rate e basse temperature di nucleazione
favoriscono la formazione di cristalli di piccola dimensione, come schematicamente
mostrato in Tabella 1.1.



Tabella 1.1. Schema dell’effetto di cooling rate e temperatura di nucleazione 7.

| Cooling rate 1 Cooling rate
T Tn ITx

Dy T l
Sublimazione 1 l
Desorbimento l 1
Denaturazione l i
superficiale

Tempo di ricostituzione l 1

Mentre, come accennato, il cooling rate pud essere controllato durante il shelf-ramped

\

freezing, la temperatura di nucleazione ¢ invece generalmente distribuita in maniera
stocastica all’interno del batch. Per ovviare a questo problema, nel corso degli anni sono
state sviluppate alcune tecniche che consentono di controllare la temperatura di nucleazione,
ovvero fare avvenire la nucleazione alla temperatura desiderata. L’obiettivo finale ¢, da un
lato, migliorare I’omogeneita del batch e, dall’altro, indurre la formazione di cristalli di
grosse dimensioni che permettano di ridurre i tempi di essiccamento primario. Tra le
possibili alternative citiamo le seguenti:

Electrofreezing: in questo caso si usa un impulso elettrico ad alto voltaggio per indurre
la nucleazione in acqua sottoraffreddata (Petersen ef al., 2006). Questa tecnica prevede
la presenza di componenti aggiuntivi all’interno del liofilizzatore, che comportano costi
di installazione e sono scarsamente compatibili con i requisiti di sterilita generalmente
richiesti;

Addizione di impurezze: delle impurezze, quali ad esempio ioduro d’argento o batteri
come Pseudomonas syringae, vengono aggiunte alla soluzione consentendo di
aumentare la temperatura di nucleazione. Quest’ultima pero, non ¢ soggetta ad un vero
e proprio controllo e continua ad essere stocasticamente distribuita all’interno del batch
(Searles et al., 2001a, Weng et al., 2017);

High-pressure shift: la camera di liofilizzazione € prima pressurizzata a valori di 1.5-
4.5 bar e poi rapidamente depressurizzata. Cio induce nucleazione nel prodotto
precedentemente sottoraffreddato. Tuttavia, ’applicazione di questo metodo ¢ limitata
a liofilizzatori capaci di sopportare la sovrapressione richiesta per indurre la nucleazione
(Bursac et al., 2009);

Tecnica ice-fog: in questo caso delle piccole particelle di ghiaccio, generate dal rilascio
di azoto o altro gas a bassa temperatura all’interno della camera di liofilizzazione,
penetrano nei flaconi svolgendo il compito di agenti di nucleazione (Patel et al., 2009,
Geidobler et al., 2012). Non ¢ chiaro tuttavia se, nel caso di batch di grossa dimensione,
questa tecnica consenta di indurre simultaneamente la nucleazione in tutti 1 flaconi;



e Tecnica ad ultrasuoni: la nucleazione ¢ indotta dall’uso di ultrasuoni che promuovono
la formazione di bolle di cavitazione (Inada et al., 2001, Zhang et al., 2001). Il vantaggio
di tale tecnica ¢ legato alla sua non invasivita. Tuttavia, ¢ richiesta 1’installazione di
componenti aggiuntivi nel liofilizzatore, e non ¢ chiaro se le alte temperature raggiunte
localmente a seguito della cavitazione, e la stessa formazione di bolle, possano
danneggiare prodotti particolarmente sensibili;

e Vacuum induced nucleation: questa tecnica si realizza abbassando la pressione in
camera a valori in genere compresi tra 1 e 2 mbar (Kramer ef al., 2002). Ci0 induce una
forte evaporazione dal prodotto sottoraffreddato, che causa una significativa riduzione
di temperatura e conseguente nucleazione. In questo caso non ¢ richiesta la presenza di
componenti aggiuntivi nel liofilizzatore, ma il prodotto finale potrebbe mostrare difetti
estetici a seguito dell’abbassamento di pressione. Questi difetti possono essere pero
minimizzati chiudendo la valvola di collegamento tra camera e condensatore subito
dopo aver indotto la nucleazione in tutti i flaconi (Oddone ef al., 2014).

Un’altra possibilita per favorire la formazione di cristalli di grossa dimensione consiste
nell’aggiungere una fase di annealing, in cui il prodotto congelato viene portato ad una
temperatura superiore alla temperatura di transizione vetrosa per un periodo di tempo
sufficiente a consentire la maturazione di Ostwald dei cristalli piu grossi a spese di quelli
piccoli (Searles ef al., 2001b).

Considerata I’importanza del processo di congelamento, numerose tecniche sono state
utilizzate in letteratura allo scopo di caratterizzare 1’effetto che questo ha sulla morfologia
del prodotto. Ad esempio, la microscopia elettronica a scansione (SEM) puod essere
combinata con tecniche di analisi di immagine per determinare la dimensione dei pori in
prodotti liofilizzati (Grassini et al., 2016, Arsiccio et al., in stampa). La tecnica SEM
consente anche la determinazione dell’eterogeneita nella dimensione dei pori all’interno del
singolo flacone, e puo essere usata off-/ine. Cid rappresenta un vantaggio, in quanto non ¢
richiesta I’introduzione di sensori aggiuntivi all’interno del liofilizzatore.

Un’altra tecnica che puo essere utilizzata off-/ine ¢ la BET (Brunauer—-Emmett—Teller), che
consente di misurare 1’area superficiale, SSA, del prodotto liofilizzato. Da quest’ultima ¢
possibile poi risalire anche alla dimensione dei pori secondo 1’equazione seguente
(Rambhatla et al., 2004)

G4 = n, Dyl (1.4)
Ps Vs

dove si ¢ assunto che gli n, pori siano cilindri di lunghezza / in un solido di densita pge
volume V.

Infine, la tomografia micro-computerizzata a raggi X (X-ray micro-CT) puo essere
utilizzata per determinare la distribuzione dei pori all’interno del prodotto, e quindi la
resistenza al trasporto di materia (Pisano et al., 2017).

Accanto agli approcci sperimentali sono anche stati sviluppati dei metodi predittivi, basati
sull’applicazione di un modello o di una legge empirica, che consentono la determinazione
del diametro dei pori nel prodotto liofilizzato a partire dalla conoscenza di alcune variabili
di processo. In particolare, ¢ stato osservato che la velocita di avanzamento del fronte di
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congelamento R ed i gradienti di temperatura nella zona congelata G contribuiscono in
maniera determinante alla morfologia del prodotto liofilizzato. Pertanto, la maggior parte
degli approcci predittivi (Bomben e King, 1982, Kochs et al., 1991, Kurz e Fischer, 1992,
Nakagawa et al., 2007) si basa sull’utilizzo di queste variabili, spesso elevate ad opportuni
esponenti A1 e A2 determinati empiricamente, secondo la seguente legge di potenza,

D, = aR™M G (1.5)

dove «a ¢ un coefficiente di proporzionalita che dipende da prodotto, applicazione e
condizioni di processo. I valori degli esponenti A1 e A utilizzati in letteratura, con dettagli
sulla relativa applicazione, sono riassunti in Tabella 1.2.

Tabella 1.2. Schema delle leggi empiriche proposte in letteratura per il calcolo di D,.

Applicazione M A2

Solidificazione di metalli a bassa velocita 1 1
(Kurz e Fischer-1 1992)

Solidificazione di metalli a bassa velocita 0.5 0
(Kurz e Fischer-2 1992)

Congelamento di mele 0.5 0.5
(Bomben e King 1982)
Solidificazione di leghe ad alta velocita 0.25 0.5

(Kochs et al. 1991)

Congelamento di soluzioni farmaceutiche 0.5 0.5
(Nakagawa et al. 2007)

Accanto alle leggi empiriche precedentemente citate, ¢ anche riportato in letteratura un
modello meccanicistico per la predizione del diametro dei cristalli in prodotti poi liofilizzati
(Arsiccio et al., 2017). Questo modello, che combina bilanci di materia ed energia
all’interno di un flacone di diametro D sottoposto a congelamento, giunge alla formulazione
di due equazioni, di validita generale nel caso di Equazione 1.6, oppure limitata al caso di
soluzioni diluite nel caso di Equazione 1.7,

piceG2* (4mGRiAH, — ky GD?*TAZY™, G; — 4mA2z Y™, G,DhAT) (10

l

D

D,

4eybR;

D. .=
(epiceRiAH; — kg GG (1.7)

p,i
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Il modello discretizza il prodotto sottoposto a congelamento in i=1,2...n strati di altezza Az,
per ognuno dei quali calcola i valori di velocita di avanzamento del fronte di congelamento
R; e 1 gradienti di temperatura nella zona congelata G;. I contributi termici considerati sono:

e il calore di cristallizzazione del ghiaccio, descritto dall’entalpia latente di
congelamento AHj,

¢ il cambio entalpico legato alla formazione dell’interfaccia acqua-ghiaccio, descritto
dalla tensione interfacciale solido-solido y e dal fattore di forma . Quest’ultimo
termine, di difficile valutazione sperimentale, ¢ determinato empiricamente e
cambia al variare della formulazione, ma ¢ indipendente dal contenuto di solido e
dalle condizioni di processo;

e il calore rimosso attraverso il prodotto gia congelato, avente densitd pic. €
conducibilita A,

e la portata termica trasferita attraverso la parete laterale del flacone. Quest’ultimo
contributo ¢ legato alla differenza di temperatura AT tra il prodotto e I’aria
all’interno del liofilizzatore, ed avviene con velocita descritta dal coefficiente di
scambio globale 4. Poiché quest’ultimo termine ¢ in genere trascurabile rispetto ai
precedenti, viene trascurato in Equazione 1.7.

Infine, il modello assume che, alla fine del processo, una massa m di acqua abbia subito
congelamento, e che vi sia un rapporto ¢ tra il volume di ghiaccio ed il volume totale del
sistema.

In letteratura i1 valori di R e G sono stati finora ricavati attraverso 1’applicazione di un
modello matematico (Nakagawa et al., 2007, Pisano e Capozzi, 2017). In questo lavoro di
Tesi queste variabili verranno invece misurate direttamente durante il processo di
congelamento attraverso 1’'uso di una termocamera a raggi infrarossi. Nel seguente
paragrafo verranno pertanto brevemente descritti i vantaggi e principi fondamentali della
termografia come tecnica di monitoraggio nell’ambito del processo di liofilizzazione.

1.3 La termografia come Process Analytical Technology (PAT)

I1 calcolo di R e G ¢ possibile una volta che siano noti 1 profili di temperatura lungo il
prodotto durante il processo di congelamento. In passato sono state proposte diverse
tecnologie di monitoraggio (PAT) con lo scopo di valutare in-/ine I’evoluzione del processo
e verificare che le caratteristiche desiderate siano state ottenute (Fissore et al., 2018).
Alcune tra le PAT proposte in letteratura si basano sul monitoraggio della temperatura del
prodotto. A questa categoria appartengono:

* Termocoppie: sono molto utilizzate su scala di laboratorio (Fissore et al., 2017), e
I’accuratezza della misura dipende anche dalle dimensioni del sensore. Infatti, se molto
sottile, 1’estremita del sensore fornisce valori di misura locale molto accurati, ma
estremamente sensibili a piccoli spostamenti. Al contrario, dimensioni maggiori risultano
in una misura piu robusta, ma meno accurata (Nail ef al., 2017). Le termocoppie sono
strumenti di misura a carattere invasivo, in quanto vengono inserite all’interno del flacone
contenente il prodotto. Per tale ragione possono compromettere la sterilitd e non sono
pertanto compatibili con condizioni di processo GMP (Good Manufacturing Practice).
Inoltre, le termocoppie poste all’interno di un flacone possono agire da siti di nucleazione
eterogenea, abbassando la barriera energetica alla formazione di cristalli, e promuovendo
temperature di nucleazione piu elevate. I flaconi contenenti termocoppie non possono
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pertanto riprodurre fedelmente il comportamento di una soluzione in condizioni non
perturbate;

* Resistance thermal detector (RTD): si tratta di sensori simili alle termocoppie, ma piu
robusti e sterilizzabili (Oetjen e Haseley, 2004, Willemer, 1991). Vengono usati anche su
scala industriale, sebbene le loro grosse dimensioni possano condizionare la misura
(Presser, 2003);

* Optical fiber sensor (OFS): I’elemento di misura ¢ un reticolo di fibre di Bragg (FBG,
fiber Bragg grating) con variazioni periodiche del loro indice di rifrazione. Poiché I’indice
di rifrazione dipende dalla temperatura, la riflessione misurata pud essere correlata alla
temperatura locale. Questa tecnologia ¢ usata sia per monitoraggi invasivi, tramite un
arrangiamento ad elica per misurare il profilo di temperatura nel prodotto, sia per misure
non invasive, includendo la fibra nel fondo del flacone. Gli OFS sono piu sensibili delle
termocoppie, caratterizzati da tempi di risposta piu brevi e migliori risoluzioni, ¢ sono
sterilizzabili. Recentemente sono stati proposti per monitorare il processo di liofilizzazione
(Kasper et al., 2013);

» Temperature remote interrogation system (TEMPRIS): si tratta di sistemi wireless che
permettono di misurare la temperatura e che utilizzano I’energia fornita da un campo
elettromagnetico (Schneid e Gieseler, 2008). I TEMPRIS richiedono la presenza di
componenti aggiuntivi all’interno del liofilizzatore per garantire che i1 sensori siano
opportunamente irradiati dal campo elettromagnetico. Il principale svantaggio di questa
tecnologia ¢ legato alle grosse dimensioni dello strumento, che condizionano non solo il
congelamento, ma anche I’essiccamento. Infatti, I’altezza di riempimento nel flacone
aumenta notevolmente se il sensore ¢ completamente immerso per misurare la temperatura
al fondo del flacone.

Come strumento di misura non invasivo ¢ anche stato proposto un sistema di termocoppie
incorporato, mediante plasma sputtering, in un sottile film sub-micrometrico che viene fatto
aderire alla parete esterna del flacone (Parvis ef al., 2012, Grassini ef al., 2013, Parvis et al.,
2014). Purtroppo, pero, questo sistema, cosi come quello a fibre ottiche (OFS), richiede
’utilizzo di particolari flaconi o speciali ripiani che possono essere incompatibili con 1
sistemi esistenti.

Gli svantaggi legati all’utilizzo di alcuni degli strumenti precedentemente elencati possono
essere superati grazie all’ausilio di altre tecnologie, ad esempio sistemi a batteria con
termocoppie ed una radio incorporata operante a 2.4 GHz in modo da assicurare la
comunicazione radio ad una distanza di 10-20 m dal ricevitore (Bosca et al., 2013).

Tuttavia, un grosso svantaggio di tutte queste tecnologie, indipendentemente dal fatto che
la misura sia 0 meno invasiva, ¢ il carattere “puntuale” dei valori di temperatura ottenuti.
Sarebbe pertanto impossibile risalire alla velocita di avanzamento del fronte di
congelamento R e ai gradienti di temperatura nella zona congelata G, per determinare i quali
servono i profili di temperatura lungo tutto il prodotto.

In questo contesto, pertanto, I’utilizzo di una termocamera a infrarossi (Hemteborg et al.,
2014, Lietta et al., 2019) ¢ di particolare interesse.
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La termografia ad infrarossi ¢ una tecnica innovativa che permette di monitorare la
temperatura del prodotto senza alcun contatto con il prodotto stesso. Il principio fisico su
cui si basa ¢ che ogni corpo ¢ in grado di emettere delle radiazioni elettromagnetiche, la cui
intensita ¢ proporzionale alla temperatura del corpo stesso. In questo contesto, ¢ bene
ricordare che la radiazione che colpisce un determinato corpo ¢ somma di tre contributi.
Una prima frazione viene assorbita, causando una variazione di temperatura del corpo
stesso: questo contributo si quantifica tramite 1’assorbanza a,, definita come rapporto tra la
radiazione assorbita e quella incidente. Una seconda parte viene riflessa, come descritto
dalla riflettanza p (rapporto tra la radiazione riflessa e quella incidente). Un’ultima frazione
viene infine trasmessa attraverso il corpo, e il rapporto tra la quantita di radiazione trasmessa
e quella incidente ¢ noto come trasmittanza t,. Un ultimo parametro di grande importanza
¢ Demissivita gg, ovvero il rapporto tra la radiazione emessa dal corpo e quella che
emetterebbe un corpo nero posto alla stessa temperatura. Il valore di g, dipende dal
materiale, ¢ funzione di lunghezza d’onda e temperatura, ed ¢ di estrema importanza in
quanto influenza 1’accuratezza della misura fornita dalla termocamera. Per esempio, un
corpo trasparente, caratterizzato da g, nulla, non puo essere studiato tramite termografia.
Pertanto, durante il funing della termocamera ¢ necessario individuare il valore corretto di
emissivita dell’oggetto monitorato.

Hemteborg (Hemteborg et al., 2014) fu il primo a sfruttare i vantaggi legati all’uso della
termografia ad infrarossi (IRT) per monitorare il processo di liofilizzazione. In questo primo
lavoro, pero, la termocamera venne montata nella parte superiore del liofilizzatore, ed
esteriormente allo stesso, consentendo il solo monitoraggio della parte sommitale del
prodotto.

In un lavoro piu recente (Lietta et al, 2019) la termocamera ¢ stata posta all’interno del
liofilizzatore, sopra i ripiani, per studiare 1’intero processo di liofilizzazione. L’obiettivo in
questo caso era di verificare se vi fosse interferenza tra la termocamera e le dinamiche del
processo, studiare 1’attendibilita delle misure di temperatura del prodotto e stimare il punto
di fine dell’essicamento primario, valutando inoltre il coefficiente globale di scambio di
calore e la resistenza al trasporto di materia.

Un’altra possibile applicazione, descritta in letteratura, per la termografia a infrarossi ¢
quella della liofilizzazione in continuo. In Van Bockstal ef al. (2018), per esempio, il
prodotto viene preventivamente congelato da un flusso di gas a bassissima temperatura
mentre ¢ posto all’interno di un flacone in rotazione (spin freezing). La formulazione si
distribuisce quindi sulle pareti laterali del contenitore e, durante I’essiccamento primario, il
fronte di sublimazione si muove in direzione radiale e non longitudinale come nel processo
di liofilizzazione classico. In questo caso la termografia costituisce quindi una valida
soluzione per monitorare la temperatura del prodotto.

In definitiva, la termocamera a IR consente di ottenere i1 valori di temperatura in maniera
non invasiva, quindi senza compromettere la sterilitd del prodotto o perturbarne il
comportamento. Inoltre, essa permette di avere, tramite analisi d’immagine, una
panoramica completa della distribuzione di temperatura nel batch sottoposto a
liofilizzazione. Ci0 consente quindi di stimare anche il grado di eterogeneita tra flaconi di
uno stesso batch (Barresi et al., 2010). Per questi motivi, 1’utilizzo della termografia a IR ¢
stato selezionato per questo lavoro di Tesi.
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1.4 Scopo del lavoro

L’obiettivo in questo lavoro di Tesi, ¢ quello di determinare, tramite 1’utilizzo di due
tipologie di modelli descritti in seguito, la distribuzione del diametro dei cristalli che si sono
formati nella fase di congelamento. Inoltre, attraverso 1’utilizzo della microscopia
elettronica a scansione (SEM), verranno analizzati i campioni essiccati in modo da poter
ottenere una distribuzione dimensionale sperimentale che verra confrontata con quella
ricavata tramite utilizzo dei due modelli. La conoscenza della dimensione dei cristalli lungo
lo spessore di prodotto congelato consente di valutare la resistenza al trasporto di materia
R,. Noto questo valore, risulta possibile stimare la durata della fase di essiccamento e,
quindi, la massima temperatura raggiunta dal prodotto. Inoltre, questo permette di
ottimizzare il processo senza andare a danneggiare il prodotto solido essiccato, e quindi
evitare il collasso della struttura. Infine, a questo punto & possibile convalidare i modelli
utilizzati ed essere in grado, analizzando la sola fase di congelamento, di predire cio che
accadra successivamente nel processo.
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2 Metodologie sperimentali e di calcolo

In questo capitolo, dopo una breve descrizione della termocamera impiegata per il
monitoraggio del processo, verranno spiegate le metodologie usate per misurare 1’emissivita
del vetro dei flaconi utilizzati per le prove. Questo parametro ¢ di estrema importanza perché
condiziona il valore di temperatura misurato dallo strumento. Successivamente verra
descritta la procedura utilizzata per convalidare le misure ottenute tramite la termocamera,
e si spieghera come da queste sia possibile risalire ai valori di R (velocita di avanzamento
del fronte di congelamento) e G (gradiente di temperatura nella zona congelata), variabili la
cui conoscenza consente di stimarne i valori di diametro dei pori in quello che sara il
prodotto essiccato (Dp) e, da questi, la resistenza al trasferimento di materia (R)) all’interno
del prodotto liofilizzato. Infine, si descrivera ’approccio sperimentale, basato anche su
microscopia elettronica a scansione (SEM), e 1’utilizzo di un modello matematico per
I’essicamento primario ai fini della convalida dei risultati ottenuti.

2.1 Termocamera

In questo lavoro di Tesi la termocamera ¢ stata usata come sistema di monitoraggio della
temperatura del prodotto all’interno del liofilizzatore. Questa ¢ un modello TICEM,
costituito da un sistema di ripresa termografica con risoluzione 320x256 pixel che opera
nello spettro LW delle onde elettromagnetiche dell’infrarosso, e da un sistema di ripresa
operante nel visibile a bassa risoluzione (Figura 2.1).

Figura 2.1: Vista frontale della termocamera, modello TICEM.

Inoltre, € presente un led a luce fredda che permette le misure nel visibile. 1l sistema di
acquisizione consente di posizionare fools di tipo lineare, bidimensionale e puntuale (spot)
sul’immagine acquisita. [ risultati ottenuti con la termocamera sono le immagini
termografiche (campo infrarosso) e quelle nel campo visibile, oltre ai valori di temperatura
nel tempo degli spots considerati (Lietta, 2018). Come si spieghera nel seguito, la
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conoscenza del valore di emissivita degli oggetti monitorati dalla termocamera ¢
fondamentale per avere una misura di temperatura affidabile.

2.2 Misura dell ’emissivita del vetro dei flaconi

Il primo step del lavoro ¢ stato quello di trovare il valore corretto di emissivita dei flaconi
monitorati per ottenere delle misure di temperature piu accurate possibili, dal momento in
cui inizia la nucleazione fino alla fine del congelamento.

L’emissivita varia con la temperatura. In letteratura si trovano perd valori solo per
temperature superiori a 0°C, e quindi non utili durante la fase di congelamento.

L’accuratezza della misura della temperatura ottenuta con la termocamera dipende dalla
conoscenza di diversi parametri impiegati per correggere I’influenza di radiazioni non
direttamente emesse dall’oggetto analizzato (Lietta ef al., 2019).

La valutazione dell’emissivita dell’oggetto inquadrato e della temperatura apparente riflessa
dell’ambiente circostante rappresentano quelli obiettivi di primaria importanza (si veda
https://termocamerafacile.com/).

L’ambiente circostante emette energia verso 1’oggetto che si vuole analizzare. Una volta
che la radiazione colpisce il corpo, come spiegato nel capitolo precedente, si possono
verificare le tre situazioni seguenti: la radiazione puo essere trasmessa, riflessa o assorbita.
A sua volta I’oggetto inquadrato emettera delle radiazioni. Dunque, la parte di radiazione
riflessa, assieme a quella emessa realmente dall’oggetto, raggiungono la termocamera,
influenzando il valore di temperatura che viene misurato.

Il software presente nella termocamera permette di misurare e caricare automaticamente,
durante I’intera durata del processo, il valore di temperatura apparente riflessa (numero che
quantifica I’energia proveniente dall’ambiente circostante e che viene riflessa dal corpo
analizzato) utilizzando un riflettore puro (carta stagnola), in accordo con la normativa ISO
18434-1 Part 1, Annex A.1 (International standard ISO 18434-1, 2008). In questo modo si
riesce ad eliminare, dal segnale che arriva alla termocamera, la parte di radiazione non
proveniente dall’oggetto analizzato e, quindi, a misurarne il valore corretto di temperatura.

Per stabilire il corretto valore di emissivita si sono invece condotte prove a differenti
temperature seguendo la normativa ISO 18434-1 Part 1, Annex A.2, come descritto nel
seguito.

I metodi per la valutazione dell’emissivita proposti dalla normativa sono due: il metodo a
contatto, piu complesso da applicare perché richiede non solo 1’utilizzo di termocoppie
molto precise, ma anche tempi molto lunghi, e il metodo di riferimento, che ¢ quello usato
in questo lavoro di Tesi.

Il calcolo dell’emissivita di un materiale con il metodo di riferimento prevede il confronto
tra due superfici alla stessa temperatura di cui sia nota I’emissivita di almeno una delle due.
Il materiale di riferimento utilizzato ¢ il nastro isolante 3M che ha emissivita pari a 0.95.

D1 seguito la procedura realizzata:

a. Sisono presi 2 flaconi di capacita pari a 10 ml (10R): in un flacone (oggetto di studio)
¢ stato applicato del nastro isolante su parte della superficie, nell’altro, invece, ¢ stata
inserita una termocoppia per effettuare un confronto tra le due misure (Fig. 2.2a);

b. Si ¢ portato il sistema alla temperatura di interesse, prestando attenzione ad avere una
differenza di almeno 20°C rispetto alla temperatura apparente riflessa misurata dal
software della termocamera, cosi da garantire una misura stabile;
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c. Si ¢ inserito uno spot sul nastro isolante applicato alla superficie dell’oggetto, molto
vicino al materiale di emissivita sconosciuta (Fig. 2.2b);

d. Si ¢ misurata la temperatura reale dell’oggetto ad emissivita pari a 0.95;

e. Si ¢ inserito un altro spot sul materiale di cui si desidera calcolare I’emissivita,
modificandola da 0.95 al valore che permetta di uguagliare la temperatura letta nel punto
(Fig. 2.2b).

a)

Figura 2.2: Immagine della termocamera a) con gli spot sul flacone e sulla carta stagnola
e b) della camera durante la prova per la determinazione della emissivita.

Le prove sono state condotte a valori di -30°C, -18°C, 0°C e dopo aver raggiunto lo stato
stazionario si ¢ ottenuto per ogni temperatura un valore di emissivita mediato su 2 prove
effettuate (Tabella 2.1).
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Tabella 2.1: Valori di emissivita a diverse temperature per le due prove.

Tt Emissivita prova 1 | Emissivita prova 2 media
(Temperatura fluido
refrigerante °C)

-30 0.95 0.95 0.95
-18 0.94 0.93 0.935
0 0.91 0.92 0.915

Infine, mediando 1 risultati ottenuti alle diverse temperature, si ¢ trovato un valore di
emissivita pari a 0.93.

2.3 Convalida della misura di temperatura della termocamera

Dopo aver ottenuto il valore di emissivita si ¢ proceduto col verificare 1’accuratezza della
misura di temperatura fornita dalla termocamera durante il processo di congelamento.
Inoltre, poiché la termocamera misura la temperatura esterna dei flaconi, si ¢ verificato che
non vi fossero differenze significative tra il valore di temperatura nella soluzione e quello
misurato alla parete dei flaconi.

A tale scopo, sono state inserite delle termocoppie sia nella parete esterna dei flaconi sia
all’interno (Fig. 2.3): utilizzando il software della termocamera sono state inoltre inseriti
degli spots alla stessa altezza della termocoppia, al fine di effettuare un confronto tra i due
sistemi di misura.

Figura 2.3: Posizionamento delle termocoppie nei flaconi al fine di convalidare le misure
della termocamera.

Come si vede dalla Figura 2.4, le misure fornite dalla termocoppia collocata al fondo della
parete esterna del vetro sono molto simili a quelle della termocamera. Inoltre, si nota come
anche le misure all’interno del liquido siano molto simili, tranne al raggiungimento di
temperature molto basse, a quelle della termocamera; questo ¢ un risultato significativo
perché giustifica ’uso della stessa come sistema di monitoraggio del processo.
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Figura 2.4: Confronto tra le misure delle termocoppie e quelle della termocamera. Curva
continua: misura termocamera, Curva a trattini: misura termocoppia interna alla soluzione,
Curva a punti: misura termocoppia al fondo della parete esterna del flacone.

Dall’equazione di trasferimento del calore lungo la direzione radiale si ¢ cercato infine di
confermare la piccola differenza di temperatura tra vetro e liquido, evidente in Figura 2.4.

I1 flusso totale verso la parete del flacone gside € 1a somma di due contributi: irraggiamento
(Gside,irr) € cONVEZIONE (Gside,conv):

Gside = (side,irr t (side,conv (2 1)

I1 termine di irraggiamento ¢ a sua volta somma di due contributi, dovuti rispettivamente ai
ripiani (fattore di vista Fysive € temperatura 7y;) e alle pareti della camera di essiccamento
(fattore di vista Fyaiside € temperature 7y). gsideconv € 11 contributo legato alla convezione
naturale con 1’aria presente nella camera ed ¢ uguale al prodotto tra un coefficiente di
trasferimento di calore /siqe € una forza spingente:

{side,conv = hside(Tair - Tg) (22)

dove T, ¢ la temperatura del vetro, variabile con I’altezza, e T4 la temperatura dell’aria. Il
coefficiente di scambio /jize, come anche la forza motrice (74 — Ty), non sono costanti
durante il processo, poiché la temperatura varia e, conseguentemente, cambiano le proprieta
(conducibilita, viscosita, densita) che condizionano il valore di /Zside.

I valori del coefficiente di scambio /siqe € dei fattori di vista per flaconi appoggiati sono stati
precedentemente calcolati (Arsiccio, 2016).
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I valori utilizzati in questa Tesi sono:
hgige=5 W m? K'!

Fsh,side=0-52344

Fwall,side=0

Assumendo che i gradienti assiali siano trascurabili, il flusso gsize puod essere scritto come,

T,

Qside = g) +op Fsh,side( Ts%‘L - Tg4) +

= hsige (Tair - Tg|r=Rg+s

+0p Fwall,side( Tv;‘; - Tg4,out) (2-3)

9 or T=Rg+sg

dove k¢ e op rappresentano la conducibilita della parete in vetro del flacone e la costante di
Stefan-Boltzmann, rispettivamente. R, corrisponde al raggio interno del flacone, mentre con
Rq+s¢ viene indicato il raggio esterno, come mostrato in Figura 2.5.

Figura 2.5: Vista dall’alto del flacone in vetro e direzione su cui viene calcolato 1l flusso.

Se non vi ¢ accumulo, ¢ possibile scrivere anche

oT,
Qside = kg a_;q r=g, (2.4)

L’equazione 2.3 deve dunque essere risolta con le seguenti condizioni al contorno:

WG oy =

T|r=Rg+sg g,out

Esprimendo poi la forza spingente come media logaritmica si ha:

aT, c Tgout—T
r 2p 1 gout—Tp
Aside = =k - Rg+s (2-6)
9 orlr=py+s, 9 Rg+sg g (Rg+sg) ln( gRg g)
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E combinando le equazioni 2.3 e 2.6:

Ig,out_lp F
- side(] air ]gl

g m g) + 0y Fonsige(Ton — Tgour) +
2L

r=Rg+s

+ 0p Fwasiae (Tw — Tgout) (2.7

Dalla 2.7 ¢ possibile infine esplicitare la temperatura del prodotto 7),:

Rg+s
(Rg+sg) ln( gRg g) \ \
Tp = Tgout = kg (hside (Tair — Tg|r=Rg+sg) + 0p Fsnsiae(Tsh — Tgout) +
+ 0y Fwall,side( Tvﬁ - T;,out)) (2-8)
(Rg+sg) ln(R“‘;:sg)
Tp = Tgout = kg = Gsige = gout — 10_3qside (2.9)

L’equazione 2.9 fornisce quindi la temperatura alla parete interna del flacone in funzione
del calore scambiato e della temperatura esterna del vetro.

Applicando questa equazione, si € ottenuto che la differenza tra interno ed esterno della
parete risulta trascurabile (circa pari a 0.15 °C), come confermato dai dati sperimentali.

2.4 Calcolo di R e G dalle immagini della termocamera

Per valutare la distribuzione delle dimensioni dei cristalli ottenuti in seguito al
congelamento della soluzione analizzata ¢ necessario conoscere il valore di R e G a valori
discreti di tempo e, quindi, di altezza del prodotto.

A questo scopo le immagini ottenute dalla termocamera sono state analizzate da un codice
Matlab in grado di calcolare 1 valori della velocita di avanzamento del fronte di
congelamento (R) e di gradiente di temperatura nella zona congelata (G).

Dopo aver ricevuto in input i dati ottenuti con la termocamera e la frequenza di
campionamento, all’interno del programma vengono richiamate delle funzioni che hanno
lo scopo di correggere, per ogni immagine, effetti di distorsione ottica e di eventuali
movimenti della stessa, e di mostrare in tempo reale la posizione del massimo e 1 profili
assiali di temperatura per tutte 1 flaconi. I profili assiali di temperatura sono ottenuti come
media delle temperature di tre linee verticali equidistanti all’interno di ogni flacone, per
filtrare il rumore di misura. Dai profili assiali di temperatura ¢ possibile ottenere una stima
della temperatura al fondo e sulla superficie superiore del prodotto, nonché del massimo
assoluto di temperatura in ogni immagine. Poiché il processo di congelamento ¢ esotermico,
il massimo di temperatura corrispondente all’interfaccia tra il prodotto completamente
congelato e la soluzione di acqua e ghiaccio in cui I’accrescimento dei cristalli € ancora in
corso. Noti questi tre valori di temperatura, ¢ infine possibile ottenere 1 gradienti di
temperatura nella zona congelata (G), e posizione e velocita di avanzamento dell’interfaccia
di congelamento (R).
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2.5 Stima del diametro dei cristalli e della resistenza al trasporto di materia

Noti la velocita di avanzamento del fronte di congelamento (R) e il gradiente di temperatura
(G) lungo I’altezza del prodotto, ¢ possibile stimare la dimensione dei cristalli e, in ultima
analisi, la resistenza al trasporto di materia. La dimensione dei cristalli ottenuti durante il
congelamento ¢ un parametro di fondamentale importanza, poiché influenza sia la durata
dell’essiccamento, sia il massimo di temperatura raggiunto.

Come sottolineato nel primo capitolo, in questo lavoro di Tesi vengono utilizzati due
approcci che consentono di determinare il diametro dei pori.

I1 primo approccio ¢ di tipo empirico, e permette di risalire al valore del diametro dei cristalli
D,, utilizzando una legge di potenza del tipo (1.5):

D, = aR™M G (1.5)

dove il parametro o ¢ un coefficiente di proporzionalita che deve essere determinato dal
fitting dei dati sperimentali.

Inizialmente, facendo riferimento al lavoro di Bosca (Bosca et al., 2015) per soluzioni al
5% di saccarosio, « ¢ stato assunto pari a 4.59 um s> K%, Tuttavia, & stato utilizzato lo
stesso coefficiente come valore di primo tentativo, anche per quelle al 10% in peso dello
stesso zucchero. Invece, per le soluzioni di mannitolo, il valore di « scelto come primo

tentativo ¢ stato pari a 1.7 pm s K%, come riportato da Napoletano nel suo lavoro di Tesi
(Napoletano, 2016).

I coefficienti A1 e A2, anch’essi dipendenti dal tipo di applicazione, prodotto e condizione di
processo, sono stati assunti entrambi pari a 0.5 (Nakagawa et al. 2007), come riportato nella
Tabella 1.2.

Il secondo approccio € meccanicistico, e fa ricorso all’utilizzo di bilanci di energia e di
materia all’interno di un flacone di dimensioni note in cui avviene il congelamento. Il
modello, descritto nel primo capitolo, consente di calcolare il diametro dei cristalli per
soluzioni diluite, studiate in questo lavoro (si veda par. 2.6), secondo 1’equazione (1.7):

4eybR;
Dy = — 273 (1.7)
(epiceRiAHf— ks G{)G;

dove il significato dei vari termini, e la procedura di derivazione, sono spiegati nel primo
capitolo. Per questo modello il valore di 7 ¢ stato inizialmente assunto pari a 230000 J
K3 m¥3) e 70000 J K@ m** per soluzioni di saccarosio e mannitolo rispettivamente
(Arsiccio et al., 2017).

Il diametro dei cristalli condiziona, come detto precedentemente, il flusso di vapore e,
quindi, la durata della fase di essiccamento.

11 flusso di vapore nel prodotto secco durante il processo di sublimazione avviene in regime
di Knudsen, o regime molecolare, poiché il rapporto tra il cammino libero medio delle
molecole e la dimensione caratteristica del sistema fisico preso in esame ¢ > 1.
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Allora il flusso di sublimazione pud essere espresso, utilizzando la legge dei gas ideali,
come:

DeMy, Pw,i—Pw,c
= " 2.10
Jw RT Laried ( )

dove D, ¢ la diffusivita di Knudsen effettiva, M,,la massa molare dell’acqua, R la costante
dei gas, T la temperatura media del prodotto essiccato, Lg;ieqlo spessore del prodotto
essiccato, py, ;€ Py ¢, la tensione di vapore all’interfaccia di sublimazione e la pressione
parziale del vapore in camera (Fissore e Pisano, 2015).

Poiché la temperatura varia solitamente in un intervallo ristretto, € possibile considerare un
valore costante e pari a 7; senza compromettere 1’accuratezza del risultato finale. Dunque,
si ottiene:

RT;
Rp = DoM,, Ldried (21 la)

Inoltre, si puo esprimere la diffusivita effettiva come:
D, = r; K e TS (2.12)

dove € ¢ il grado di vuoto e % ¢ il rapporto tra il raggio effettivo dei pori e la tortuosita

(variabile tra 1.4-3), il cui andamento sperimentale risulta essere spesso una funzione lineare
rispetto allo spessore Lg,;0q4 (Fissore e Pisano, 2015)

= = ay + @ Lariea (2.13)

Sostituendo le equazioni 2.12 € 2.13 in 2.11 si ottiene:

A
P = TipLg, Laried (2.14)
dove:
0.5
=L p=4 (2.15)
KEMWao [¢1))

con K pari a 22.9 m s™! K (Fissore e Pisano, 2015).

Come si puo osservare, conoscendo la distribuzione del diametro dei cristalli, e quindi dei
pori, lungo lo spessore del prodotto, ¢ possibile risalire ad a, e a,. Infatti, ¢ sufficiente
approssimare con una retta la distribuzione dei diametri ottenuta al variare di Lg,;oq. Una

25



voltanoti ay e a; ¢ poi possibile calcolare la resistenza al trasporto di materia R,, € quindi,
attraverso un modello dell’essiccamento primario, stimare la durata dell’essiccamento
primario e la temperatura massima raggiunta.

Tuttavia, in questo lavoro di Tesi, verra utilizzato un approccio diverso in quanto
I’applicazione dell’equazione 2.13 non rispecchia I’andamento reale delle dimensioni dei
pori lungo lo spessore di prodotto secco osservata nei casi di studio in esame. A tale scopo,
partendo dall’equazione 2.11a e sostituendo la 2.12 si ottiene:

_ TRTL-O'S
p K eTe My,

R Ldried (2-1 lb)

e, nota la distribuzione del diametro dei cristalli di ghiaccio in funzione dello spessore del
prodotto, sara possibile calcolare direttamente la resistenza al trasferimento di materia.
Questo andamento verra approssimato da una curva del tipo 2.14, andando a variare 4 ¢ B
(non piu dati da 2.15) in modo da minimizzare lo scarto quadratico medio rispetto ai valori
ottenuti da 2.11b. In questo modo si ottengono i valori ottimali di 4 e B che verranno
utilizzati all’interno del modello dell’essicamento primario.

2.6 Design degli esperimenti

Prima di andare a discutere 1 risultati ottenuti in questo paragrafo vengono elencate le prove
effettuate, con le rispettive condizioni operative.

L’apparecchiatura usata per le prove sperimentali ¢ un liofilizzatore LyoBeta25 (Telstar).
La camera interna ha una capacita di 0.2 m? ed & connessa ad un condensatore da un condotto
di diametro pari a 0.1 m in cui ¢ presente una valvola a farfalla che si apre durante
I’essiccamento. Nell’apparecchiatura sono presenti tre sensori di pressione: uno di tipo
termoconduttivo (Pirani PGS-101-S) e gli altri due di tipo capacitivo (MKS Type 626A
Baratron), collocati rispettivamente nella camera e nel condensatore. Il monitoraggio della
temperatura ¢ reso possibile dalla presenza di termocoppie collegate ad un sistema di
acquisizione dati. I ripiani all’interno della camera sono mobili, quindi la loro altezza puo
essere variata grazie alla presenza di un circuito pneumatico ad aria compressa. All’interno
dei ripiani (e anche nel condensatore) circola un fluido refrigerante/riscaldante la cui
temperatura viene regolata da un sistema di controllo.

Di seguito vengono mostrate le foto del liofilizzatore (Fig. 2.6) e della camera interna vista
frontalmente (Fig. 2.7).
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Figura 2.6 Liofilizzatore LyoBeta25 (Telstar)

Figura 2.7 Camera interna del liofilizzatore vista frontalmente
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Ricordando che lo scopo del lavoro ¢ la determinazione del diametro dei cristalli di
ghiaccio, e quindi della resistenza al trasporto di materia, sono state effettuate sia prove di
solo congelamento, sia prove complete (congelamento ed essiccamento). Queste ultime
sono infatti fondamentali per la determinazione della durata dell’essiccamento primario e
della temperatura massima raggiunta, nonché per 1’analisi al microscopio elettronico a
scansione (SEM) dei campioni essiccati, che permettono un confronto qualitativo con i
profili ottenuti dall’applicazione del modello empirico e meccanicistico.

Di seguito viene riportata una Tabella (2.4) con il numero di prove effettuate e le rispettive
condizioni operative.

Le prove 1-9 e quelle 12-14, sono state utilizzate per I’applicazione del modello
sperimentale e di quello meccanicistico, mentre le prove 10-11 per il saccarosio e 15 per il
mannitolo, per la convalida dei suddetti modelli attraverso 1’uso di un modello per
I’essiccamento primario.

Tabella 2.4: Elenco delle prove effettuate e delle condizioni operative.

N°e Temperatura | Pressione | Durata | prodotto % in | Numero
prova fluido [°C] [Pa] [h] peso flaconi
1 -50 2.5 Saccarosio 5 4
2 -50 2.5 Saccarosio 5 4
3 -50 2.5 Saccarosio 5 4
4 -50 2.5 Saccarosio 5 4
5 -50 2.5 Saccarosio 5 4
6 -50 2.5 Saccarosio 10 4
7 -50 2.5 Saccarosio 10 4
8 -50 2.5 Saccarosio 10 4
9 -50 2.5 Saccarosio 10 4
10 -50 5 Saccarosio 5 30

(Congelamento)
-20 10 43
(Primario)
11 -50 5 Saccarosio 10 30
(Congelamento)
-20 10 87
(Primario)
12 -45 2.5 Mannitolo 5 4
13 -45 2.5 Mannitolo 5 4
14 -45 2.5 Mannitolo 5 4
15 -45 5 Mannitolo 5 30
(Congelamento)
-10 10 40 Mannitolo
(Primario)
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2.7 Convalida dell approccio utilizzato

La distribuzione della dimensione dei cristalli ottenuta tramite 1’applicazione dei modelli
empirico € meccanicistico verra confrontata con il diametro dei pori osservato al
microscopio elettronico a scansione.

Dal valore del diametro dei cristalli si risalira, tramite I’equazione 2.11b, all’andamento
della resistenza al trasporto di materia R, in funzione dello spessore di prodotto secco Laicd.
Questo andamento verra approssimato, andando alla ricerca dei coefficienti 4 e B ottimali,
dalla funzione espressa dall’equazione 2.14. Quindi, la resistenza al trasporto di materia R,
verra utilizzata all’interno di un modello matematico per 1’essiccamento primario al fine di
stimare la durata del processo e la temperatura massima raggiunta dal prodotto secco.

A questo scopo, i coefficienti 4 e B calcolati in modo da minimizzare lo scarto quadratico
medio rispetto ai valori ottenuti da 2.11b, verranno inseriti all’interno di un codice Matlab
per valutare R,. Il programma calcola la temperatura all’interfaccia di sublimazione (7;) e
risolve un sistema di equazioni differenziali che consente di valutare I’andamento di Laries
nel tempo (2.16) e di risolvere il bilancio termico all’interfaccia (2.17), calcolando la
temperatura al fondo del flacone (7):

dLdried _ 1 — _ Lsrozen (2.16)
dt Pfrozen—Pdried w dt '
Pw,i—P Triuia—Ti
AH, W,lR we 1f1£;rozeln (2.17)
P ==

Ky Kfrozen

dove Lfiozen € lo spessore del prodotto congelato con conducibilitd termica Kfozen, Thuia 1a
temperatura del fluido riscaldante, K, il coefficiente globale di scambio termico tra il fluido
riscaldante e il prodotto al fondo del flacone e AH; I’entalpia di sublimazione.

Risolvendo 1 bilanci (2.16) e (2.17) sara possibile risalire alla durata dell’essicamento
primario, e alla temperatura massima raggiunta; questi valori verranno quindi confrontati
con quelli osservati sperimentalmente nelle prove 10 e 11 in Tabella 2.4, per convalidare
I’approccio utilizzato.

K, da inserire all’interno del programma e calcolato dalle prove 10 e 11 (per il saccarosio)
e 15 (per il mannitolo), viene stimato dalla seguente equazione:

My, AHg = Ky, Ay ATy, tarying (2.18)

dove m,, ¢ la massa di acqua presente all’interno di un flacone di area 4,, AT), ¢ la differenza
di temperatura media tra quella del fluido e quella del prodotto calcolata dalle misure fornite
della termocoppia posta all’interno della soluzione € faying € 1l tempo di essiccamento che
verra valutato sperimentalmente, individuando il punto di flesso nella curva che mostra la
variazione nel tempo del rapporto tra la pressione misurata dal sensore Pirani e quella del
sensore Baratron (Patel et al., 2010).

Come si puo notare, il monitoraggio del congelamento ¢ fondamentale perché permette di
predire la durata dell’essiccamento e il massimo di temperatura raggiunto dal prodotto, utili
per evitare il collasso della struttura che si verifica quando la temperatura ¢ piu alta della
temperatura transizione vetrosa (per solidi amorfi) o del punto eutettico (per solidi
cristallini). Infatti, mentre K,, come visto dall’equazione 2.18, si stima dalle curve ottenute
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sperimentalmente, R, ¢ determinato dal processo di congelamento. Quindi monitorare il
congelamento permette di avere un’indicazione su cid che puo accadere in seguito e di
osservare ’effetto legato, per esempio, alla variazione delle condizioni operative, ovvero la

pressione in camera e la temperatura del fluido.
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3 Risultati

Lo scopo del lavoro, come detto precedentemente, ¢ quello di determinare la resistenza al
trasporto di materia, nota la distribuzione della dimensione dei cristalli all’interno dei
flaconi, in modo da predire cosa puo succedere nelle fasi successive al congelamento.

3.1 Verifica della ripetibilita delle misure effettuate nelle varie prove

Ogni prova di congelamento relativa ad una specifica formulazione ¢ stata condotta alle
medesime condizioni operative, come mostrato in Tabella 2.4, ad eccezione delle prove
condotte col mannitolo. Dunque, il primo obiettivo ¢ stato verificare la ripetibilita della
misura, ovvero osservare, per le temperature misurate nelle varie prove, se veniva ad essere
ottenuto lo stesso andamento; se questo ¢ verificato, allora le prove possono essere ritenute
equivalenti, in quanto lo scambio termico ¢ il medesimo in ogni prova.

La ripetibilita delle misure per ogni prova ¢ stata confermata sperimentalmente, come si
puo notare, per esempio, nei grafici sottostanti relativi alla formulazione contenente il 5%
di saccarosio. In queste Figure viene mostrata la variazione di temperatura nel tempo per
aria (Fig. 3.2), pareti della camera (Fig. 3.1 e 3.3) e ripiani della camera (Fig. 3.4 e 3.5) per
la prova 1 (curva rossa), 2 (curva a tratteggio nera), 3 (curva blu), 4 (curva nera continua) e
5 (curva verde) di Tabella 2.4.

25 |
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15 |

Temperatura °C
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Tempo, min

Figura 3.1: Temperatura parete lato sinistro della camera vs tempo
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Figura 3.2: Temperatura aria vs tempo.
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Figura 3.3: Temperatura parete lato destro della camera vs tempo.
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Figura 3.4: Temperatura ripiano inferiore vs tempo.

20

10

Temperatura °C

Tempo, min
Figura 3.5: Temperatura ripiano superiore vs tempo.

Una volta verificata la trascurabile differenza tra le misure effettuate nelle varie prove, il
passaggio successivo, come verra spiegato dettagliatamente nel paragrafo che segue, sara
quello di valutare la dimensione dei cristalli di ghiaccio analizzando sia le immagini fornite
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dalla termocamera sia quelle ottenute tramite microscopio elettronico a scansione per
convalidare le stime ottenute a partire dalle misure di temperatura.

3.2 Valutazione di D, ottenuto per le diverse formulazioni.

In questo paragrafo, inizialmente, I’attenzione verra focalizzata sulle prove effettuate con
una formulazione a base di saccarosio avente un contenuto di solido pari al 5%. Si spieghera
e si illustrera in dettaglio la procedura utilizzata per stimare, a partire dalle misure di R e G,
ottenute tramite termografia, la distribuzione del diametro dei cristalli di ghiaccio, e quindi
la resistenza al trasporto di materia. Il confronto tra i risultati derivanti dall’applicazione dei
modelli utilizzati e quelli ottenuti tramite analist SEM dei prodotti liofilizzati, sara oggetto
di discussione di questo paragrafo. La loro utilita, e quindi la loro applicazione dettagliata,
sara trattata nei paragrafi successivi, in cui verranno messi a confronto temperature massime
e tempi di essiccamento sperimentali con quelli ottenuti tramite il modello matematico del
processo.

Simili risultati verranno presentati piu in breve per le altre formulazioni investigate in
questo lavoro di Tesi (formulazioni contenenti il 10% in peso di saccarosio e il 5% in peso
di mannitolo).

Tramite I’utilizzo del programma Matlab descritto nel paragrafo 2.4 sono stati estratti i
valori di R e G ottenuti nelle prove di congelamento 1-5 in Tabella 2.4. Dalla conoscenza
di questi ultimi, utilizzando le equazioni 1.5 e 1.7, ¢ stato possibile risalire ai valori di
diametro dei cristalli D, in funzione dell’altezza del prodotto Ljozen per ognuno dei 4 flaconi
monitorati in ciascuna prova (Fig. 3.6), e numerati in ordine crescente da destra verso
sinistra osservando I’immagine sottostante.

Figura 3.6: Flaconi contenenti soluzione al 5% di saccarosio.
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Nelle Figure 3.7-3.11 si riportano i risultati ottenuti tramite applicazione della formula
empirica 1.5 per 1 4 flaconi analizzati (curva nera per il primo flacone, rossa per il secondo,
blu per il terzo e verde per il 4) e per le 5 prove. I profili sono stati ottenuti, come sottolineato
nel capitolo 2, con un valore di ¢ pari a 4.59 pm s> K% (Bosca et al., 2015).
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Figura 3.7: Diametro dei cristalli D, vs spessore prodotto congelato Ljozen per la prova 1.
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Figura 3.8: Diametro dei cristalli D, vs spessore prodotto congelato Ljozen per la prova 2.
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Figura 3.9: Diametro dei cristalli D, vs spessore prodotto congelato Ljozen per la prova 3.
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Figura 3.10: Diametro dei cristalli D), vs spessore prodotto congelato Lyozen per la prova 4.
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Figura 3.11: Diametro dei cristalli D, vs spessore prodotto congelato Lyzen per la prova 5.

Gli scostamenti tra i profili riportati nelle Figure 3.7-3.11 potrebbero essere legati ad
imprecisioni del sistema di misura, oltre che alla distribuzione statistica delle dimensioni
dei pori. Il tempo di campionamento della termocamera, pari a 10 secondi, rende inoltre
complesso il monitoraggio di fenomeni a dinamica rapida, quale nucleazione e
congelamento. Inoltre, la presenza di fluttuazioni termiche nelle immagini acquisite rende
difficile I’utilizzo di tutte le immagini al fine della determinazione di R e G. Analizzando
immagini troppo vicine, si rischia infatti di considerare come fenomeni statisticamente
rilevanti quelli che sono invece dei rumori nella misura. Per evitare ci0, durante la fase di
congelamento solo un’immagine ogni 15 ¢ stata considerata ai fini dell’estrazione dei
parametri di interesse. Cio dovrebbe garantire che i fenomeni osservati siano legati
veramente al processo di congelamento e non a fluttuazioni termiche locali.

Altre fonti di imprecisione sono invece insite nel processo di congelamento. Il fronte di
crescita dei cristalli non ¢ infatti perfettamente piatto, e cid ne complica il rilevamento
secondo tecniche termografiche. Si ¢ infatti notato che la temperatura misurata in punti posti
verso la parete laterale del flacone mostra significative differenze rispetto a quella rilevata
nella parte frontale. Per non incorrere in effetti di bordo, o di distorsione ottica, si € percio
cercato di evitare di utilizzare i valori di temperatura misurati nelle zone periferiche del
flacone.

Inoltre, come si ¢ spiegato nel paragrafo 2.4, la posizione del fronte di congelamento ¢ stata
monitorata ricercando il massimo di temperatura all’interno del prodotto. Cio ¢ possibile
perché il processo di formazione dei cristalli di ghiaccio € esotermico. Tuttavia, mentre 1
gradienti di temperatura nella zona congelata sono rilevanti, e quindi facilmente
distinguibili, quelli presenti nella fase liquida sono di piccola entita e rischiano di
confondersi con I’errore di misura legato alla precisione dello strumento. Questo complica
la ricerca del massimo, e spesso porta all’errata individuazione di picchi locali nella zona
liquida.
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Tuttavia, come si puo osservare, a meno di fluttuazioni statistiche ed eterogeneita,
intrinseche al processo di liofilizzazione, le curve di D) vs Ljiozen SOno relativamente simili
per tutti i flaconi in tutte le prove effettuate. E infatti possibile notare come in ogni caso il
diametro dei cristalli abbia un andamento pseudo-parabolico in funzione dell’altezza, con
un massimo localizzato approssimativamente al centro del flacone. Sul fondo e nella zona
sommitale i cristalli di ghiaccio presentano una dimensione ridotta, a seguito di fenomeni
di crioconcentrazione e gradienti di temperatura localizzati (dovuti rispettivamente al
contatto col ripiano e con 1’aria nello spazio di testa).

Per ottenere informazioni rilevanti alla fine della progettazione di un ciclo di liofilizzazione,
¢ necessario trasformare i valori di D, cosi ottenuti in un profilo di resistenza al
trasferimento di materia da utilizzare poi all’interno di un modello dell’essiccamento
primario. Condizioni operative simili dovrebbero risultare in analoghi tempi di
essiccamento e analoghi profili termici. Di conseguenza, a meno di scostamenti statistici, le
differenti morfologie del prodotto osservate nei flaconi congelati nelle prove 1-5
dovrebbero ricondursi ad uno stesso andamento di resistenza al trasporto di materia R).

Per ottenere questo andamento ¢ stato innanzitutto ottenuto un diametro medio in funzione
dello spessore dello strato essiccato a partire dai risultati ottenuti nelle varie prove. A questo
scopo I’altezza Ljo-en del prodotto € stato discretizzata in una serie di » intervalli j=1,2....,n,
di uguale estensione Az = 2 mm. Si ¢ quindi calcolata la media, e la deviazione standard,
dei valori di D, per ogni flacone e per ciascuna delle 5 prove all’interno di ogni intervallo.
Ci0 ha portato all’ottenimento di un’unica curva D, VS Lfizen riportata in Figura 3.12. Tale
Figura ¢ stata ottenuta dalla media dei valori di diametro calcolati con 1’equazione 1.5, e
riportati nelle Figure 3.7-3.11.
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Figura 3.12: Diametro medio D, vs spessore prodotto congelato Ljoz.n con relative barre
di errore il cui limite inferiore (superiore) € pari alla deviazione standard, per soluzioni al
5% in peso di saccarosio.

\

Una procedura simile ¢ stata effettuata nel caso dell’equazione 1.7 (modello
meccanicistico). Il profilo mostrato in Figura 3.13 (curva rossa) ¢ stato ottenuto utilizzando
un valore di yb inizialmente pari a 230000 J K#¥ m®®% (Arsiccio et al., 2017).
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Figura 3.13: Diametro medio D, vs spessore prodotto congelato Lfze, secondo 1.7 (curva
rossa) e 1.5 (curva nera) con relative barre di errore, il cui limite inferiore (superiore) €
pari alla deviazione standard, per soluzioni al 5% in peso di saccarosio.

Come si puo osservare, 1’effettuazione di questa media ha portato alla rimozione di diversi
picchi osservati nei singoli profili (Figure 3.7-3.11), probabilmente legati ad errori nelle
misure sperimentali di R e G.

Analogamente, i suddetti modelli sono stati utilizzati per le prove al 10% di saccarosio e al
5% di mannitolo in modo da poter fare un confronto tra formulazioni diverse.

Gli andamenti del diametro medio dei cristalli in funzione dello spessore congelato, relativo
alle prove 6-9 (10% di saccarosio) e 12-14 (5% di mannitolo) di Tabella 2.4, sono mostrati
rispettivamente nelle Figure 3.14 e 3.15. I valori dei parametri empirici « e yb, utilizzati per
ottenere 1 profili di Fig. 3.14, sono stati assunti uguali a quelli delle soluzioni al 5% di
saccarosio, ovvero, rispettivamente, 4.59 um s K% e 230000 J K#»m®®3, non essendo
disponibili altri valori in letteratura. L’ipotesi della costanza dei parametri empirici al
variare della concentrazione (per soluzioni diluite) verra verificata successivamente.
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Figura 3.14: Diametro medio D, vs spessore prodotto congelato Lyozen, per soluzioni al
10% in peso di saccarosio, secondo modello sperimentale (curva nera) e meccanicistico
(curva rossa) con relative barre di errore, il cui limite inferiore (superiore) ¢ pari alla
deviazione standard.
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I profili derivanti dall’applicazione del modello empirico e di quello meccanicistico per
soluzioni di mannitolo al 5%, riportati nella Figura 3.15, sono stati ottenuti rispettivamente
con valori di o pari a 1.7 um s K% (Napoletano, 2016) e 70000 J K@ m™®* (Arsiccio
etal, 2017).
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Figura 3.15: Diametro medio D, vs spessore prodotto congelato Ljozen per soluzioni al 5%
di mannitolo secondo modello sperimentale (curva nera) e meccanicistico (curva rossa)
con relative barre di errore, il cui limite inferiore (superiore) ¢ pari alla deviazione
standard.

Inoltre, si puo notare che entrambi i modelli, da un punto di vista qualitativo, mostrano un
andamento simile, ma con valori di diametri differenti a parita di altezza di prodotto
considerata. Questi profili, ottenuti con i1 parametri presenti in letteratura, sono stati
confrontati con quelli ricavati in seguito all’analisi delle immagini SEM.

A questo scopo, 1 prodotti liofilizzati nella prova 10-11 in Tabella 2.4 sono stati sottoposti
ad analisi SEM. La torta liofilizzata ¢ stata sezionata lungo 1’asse verticale e diverse
immagini per prodotto sono state ottenute, a differenti altezze. Queste immagini sono state
segmentate utilizzando tecniche di analisi di immagine multivariante (Prats-Montalban et
al., 2011) al fine di misurare media e varianza della distribuzione assiale dei pori del
prodotto. Seguendo 1’approccio proposto da Bharati e MacGregor (2000) le immagini sono
prima state pretrattate al fine di costruire la cosiddetta “matrice di Bharati”, una struttura
dati in cui oltre all’informazione sulla intensita del singolo pixel ¢ contenuta anche quella
texturale, sui bordi e sulle fratture. Una Principal Component Analysis (PCA) (Pearson,
1901, Hotelling, 1933) effettuata sulla struttura di Bharati ha permesso di estrapolare dalla
stessa la sola informazione legata all’ intensita media dei singoli pixel cosi da eliminare il
rumore ed i gradienti, tipicamente legati alla presenza di bordi. La segmentazione dei pori
del prodotto ¢ stata ottenuta scartando tutti i pixel il cui score fosse inferiore ad un limite
scelto arbitrariamente.

Per assicurare che, in tutti 1 casi, anche 1 bordi molto sottili tra un poro e 1’altro fossero
rimossi, evitando di “creare” pori di dimensione doppia o comunque sovrastimata, ¢ stata
quindi creata una maschera che includesse solo le zone molto chiare e caratterizzate da forti
gradienti di intensita (Fig. 3.16a). A questo scopo sono state sufficienti alcune funzioni
tipiche dell’analisi di immagine classica e gia direttamente implementate in Matlab
(Gonzalez et al., 2004). In particolare, la funzione edge presente nel codice Matlab,
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consente di cercare i bordi all’interno di una immagine in bianco e nero. Questa seconda
immagine ¢ stata sottratta alla prima al fine di delineare piu chiaramente la separazione tra
i diversi pori (Fig. 3.16b). Inoltre, prima di contare i pori individuati e misurarne area e
diametro equivalente, un filtro dimensionale ha rimosso 1 gruppi con meno di cinquanta o
piu di centomila pixel. Nel primo caso ¢ impossibile discriminare un vero e proprio poro
dal rumore derivante dalla segmentazione, nel secondo la dimensione ¢ tale da escludere
che si tratti di un solo poro, ma, piu verosimilmente, di un insieme di pori che avrebbe
I’unico effetto di spostare il baricentro della distribuzione misurata introducendo un errore
nella caratterizzazione della stessa.

Figura 3.16: a) Immagine ottenuta dall’analisi al microscopio elettronico a scansione
(SEM), per saccarosio al 5% in peso, e b) immagine SEM segmentata in modo da rendere
efficacemente distinguibile la separazione tra i pori.
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Il confronto tra i valori sperimentali ottenuti tramite analisi d’immagine delle scansioni
SEM, e quelli misurati tramite termocamera, ¢ riportato in Figura 3.17.
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250 |

100 f

50 f

Lfrozen » M

Figura 3.17: Confronto tra i valori sperimentali, ottenuti tramite analisi d’immagine al
microscopio, con barre di errore di limite inferiore pari al 5° percentile e limite superiore
pari al 95° percentile (curva verde), e quelli misurati tramite termocamera (curva rossa per
il modello meccanicistico e nera per quello empirico) per le soluzioni al 5% in peso di
saccarosio.

Infine, anche i prodotti liofilizzati nella prova 11 (10% di saccarosio) di Tabella 2.4, sono
stati analizzati al microscopio a scansione come mostrato in Figura 3.18, mentre per il
mannitolo cid non ¢ stato possibile.
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Figura 3.18: Confronto tra i valori sperimentali, ottenuti tramite analisi d’immagine al
microscopio, con barre di errore di limite inferiore pari al 5° percentile e limite superiore
pari al 95° percentile (curva verde), e quelli misurati tramite termocamera (curva rossa per
il modello meccanicistico e nera per quello empirico) per le soluzioni al 10% in peso di
saccarosio.
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Come si puo osservare, la curva sperimentale e quella misurata, nel caso di entrambi i
modelli, sono caratterizzate da un andamento che presenta un massimo. In ogni caso, la
massima dimensione dei cristalli si osserva nelle zone interne del prodotto, mentre i valori
al fondo e alla sommita sono inferiori. Si nota inoltre che il profilo stimato a partire dalle
misure ottenute con termocamera rientra nelle barre di errore nella misura sperimentale per
il modello empirico, mentre non accade in tutti 1 punti per il modello meccanicistico, sia per
le soluzioni al 5% che al 10% di saccarosio. Cid potrebbe essere legato al valore elevato di
yb in entrambi 1 casi.

La dimensione dei cristalli ottenuti a seguito del congelamento ¢ il parametro morfologico
di maggiore rilevanza nel caso del processo di liofilizzazione. Come spiegato
nell’introduzione, e quantificato nell’equazione 2.11b, il valore di D, influisce sulla
resistenza al trasferimento del vapore d’acqua nel prodotto essiccato e, quindi, sulla durata
del processo.

Nel paragrafo successivo si spieghera come si ¢ passati dalla conoscenza della morfologia
del prodotto alla quantificazione della sua resistenza al flusso di sublimazione.

3.3 Valutazione di R,,.

In base all’equazione 2.11b I’andamento di R, in funzione di Laseqs sarebbe una retta se il
valore di D,, fosse costante all’interno del prodotto. Tuttavia, non € questo cio che si verifica
nelle nostre prove, come mostrato dall’analisi SEM e dai risultati ottenuti tramite
termocamera.

Per migliorare la descrizione di R, si € percio ricorsi alla descrizione del prodotto liofilizzato
come una serie di resistenze. In pratica, per ogni intervallo Az in cui il prodotto era stato
precedentemente suddiviso, e per cui ¢ stato calcolato un valore di diametro medio D, , si
¢ calcolato un valore di resistenza Ry, .

RISt
PJ " K eMyDp

R Ldried (3' 1)

dove i vari parametri sono stati descritti nel paragrafo 2.5.

In realta, man mano che I’interfaccia di sublimazione si sposta dalla cima del prodotto verso
il fondo, la resistenza risulta piu elevata rispetto a quella calcolata secondo 3.1. Infatti,
bisogna tenere conto dell’effetto delle dimensioni dei pori relative allo strato di prodotto
precedentemente essiccato, che contribuisce ad un innalzamento della resistenza al trasporto
di materia. Dunque, vale la seguente relazione:

_ RT?®7
PJ " K& MyDp

R Ldried + Rp,j—l (3-2)

dove R, .; ¢ la resistenza relativa allo spessore di dimensioni Az precedentemente essiccato.

Questo ¢ stato effettuato per ogni formulazione. Al fine di semplificare I’introduzione del
valore di resistenza al trasferimento di materia R, cosi ottenuto, la formula 3.2 ¢ stata
approssimata tramite 1’equazione 2.14.

I valori di 4 e B, contenuti all’interno dell’espressione 2.14, sono nuovamente stati ottenuti
attraverso 1’utilizzo di una procedura di minimizzazione dello scarto quadratico medio
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rispetto alla curva ottenuta calcolando la resistenza, per ogni valore di altezza,

dall’equazione 3.2. Il risultato, ottenuto per le diverse formulazioni, ¢ mostrato nelle Figure
3.19-3.24.

Sono di seguito riportati i valori di 4 e B, per le diverse formulazioni, secondo 1’applicazione

del modello empirico applicato utilizzando come valore di @ quello presente in letteratura
per le varie soluzioni.

A5%, saccarosio — 2045*107, S_1

Bs9, saccarosio = 46, m!
2,50E+05

2,00E+05 |

1,50E+05 |-

R,, m*s D

LOOE+05 |

5,00E+04 |

0’00E+00-|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 2 4 6 8 10 12 14 16

L rieqy mm

Figura 3.19: Resistenza al trasporto di materia R, vs spessore prodotto essiccato Laried.
Curva nera: R, calcolato con equazione 2.11b. Curva rossa: R, calcolato in funzione di 4 e
B ottimali tramite 2.14.
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In (R,)
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0 2 4 6 8 10 12 14 16

Ldried’ mm

Figura 3.20: Andamento logaritmico della resistenza al trasporto di materia R, vs
spessore prodotto essiccato Lares. Curva nera: In (Rp) calcolato con equazione 2.11b a cui
viene applicato il logaritmo naturale. Curva rossa: In (R,) calcolato in funzione di 4 ¢ B
ottimali tramite 2.14.
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A10%, saccarosio =2.012*1 07, S_1

= -1
B 0%, saccarosio =27.1 ,m

2,50E+05
2,00E+05 |

1,50E+05

R,, m*sC)

1,00E+05

5,00E+04

0,00E+00 PR S TR TR N TN SN TR TN ST TN SN ST TN N ST SN RN Y SN TN S SO SN [N S ST TN S N SN T R S 1 L
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Lrieas Mm

Figura 3.21: Resistenza al trasporto di materia R, vs spessore prodotto essiccato Laried per
soluzioni al 10% di saccarosio. Curva nera: R, calcolato con equazione 2.11b. Curva
rossa: R, calcolato in funzione di 4 e B ottimali tramite 2.14.

12,5

1t

In (R))

105 |

10 |

9’5-|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Ldried’ mm

Figura 3.22: Andamento logaritmico della resistenza al trasporto di materia R, vs
spessore prodotto essiccato Laries per soluzioni al 10% di saccarosio. Curva nera: In (R))
calcolato con equazione 2.11b a cui viene applicato il logaritmo naturale. Curva rossa: In
(Rp) calcolato in funzione di 4 e B ottimali tramite 2.14.
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— -1
A5%, mannitolo = 4.1 * 107, S

_ -1
B5%, mannitolo — 0, m

8E+05

7TE+05 |
6E+05 |

5E+05 |

R,, m*s D

4E+05 |
3E+05 |
2E+05 |

1E+05 |

0E+00-l|||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||
0 2 4 6 8 10 12 14 16

L riedy mm

Figura 3.23: Resistenza al trasporto di materia R, vs spessore prodotto essiccato Lariea per
soluzioni al 5% di mannitolo. Curva nera: R, calcolato con equazione 2.11b. Curva rossa:
R, calcolato in funzione di 4 ¢ B ottimali tramite 2.14.

14

135

Lricqy mm
Figura 3.24: Andamento logaritmico della resistenza al trasporto di materia R, vs
spessore prodotto essiccato Laries per soluzioni al 5% di mannitolo. Curva nera: In (R))
calcolato con equazione 2.11b a cui viene applicato il logaritmo naturale. Curva rossa: In
(Rp) calcolato in funzione di 4 e B ottimali tramite 2.14.
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La stessa procedura ¢ stata applicata per la valutazione della resistenza al trasferimento di
materia, utilizzando il modello meccanicistico. In Tabella 3.1 vengono riportati i parametri

A e B per le medesime formulazioni analizzate precedentemente.

Tabella 3.1: Valori dei coefficienti 4 e B per le varie formulazioni in seguito
all’applicazione del modello meccanicistico.

Formulazione A, s B, m!
5% in peso di saccarosio 1.1*107 19.7
10% in peso di saccarosio 1.41*107 31.8
5% in peso di mannitolo 3.9%10’ 9.3

Come si puo notare 1 valori di 4 e B ottenuti con il modello meccanicistico rispetto a quelli
ottenuti tramite applicazione del modello empirico risultano diversi. Cio evidenzia come
curve aventi valori di diametri diversi, pur presentando lo stesso andamento qualitativo, a
parita di altezza di prodotto, ovviamente rispecchiano una differente resistenza al trasporto

di materia (Fig.3.25).

2,00E+05
1,60E+05

1,20E+05 |

R, ms!

8,00E+04 |

4,00E+04 |

0,00E+00 Lo

Ldried’ mm

10

12

14 16

2,50E+05 |
2,00E+05 [
“ 1,50E+05 |
E L
3y

1,00E+05 |

5,00E+04 [

b)

0,00E+00 L

6 8
Ldried’ mm

10

12

14 16

Figura 3.25: Resistenza al trasporto di materia R, vs spessore prodotto essiccato Lariea per
soluzioni a) al 5% e b) 10% di saccarosio, valutata secondo I’applicazione del modello
empirico (curva nera) e di quello meccanicistico (curva verde).
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Inoltre, il valore di R, pud anche essere ottenuto dai dati sperimentali, qualora sia
disponibile la misura di temperatura durante la fase di essiccamento primario, sfruttando la
definizione stessa di resistenza al trasporto di materia:

Jw =R—1p<pwi — Pwe) (1.1)

dove pw. € la pressione in camera misurata dal Baratron, J,, ¢ il flusso di vapore d’acqua
rimosso durante il processo e pw, la tensione di vapore del ghiaccio all’interfaccia di
sublimazione. Quest’ultima ¢ funzione esclusivamente della temperatura all’interfaccia 77,
approssimabile con quella misurata dalla termocoppia, attraverso I’equazione

6150.6

DPw,i = exp{28.932 — } (3.3)

dove T ¢ la temperatura al fondo del prodotto.

I1 valore di J, puo essere calcolato noto il flusso di calore J; scambiato tra il fluido
riscaldante e la base del prodotto.

Jq = Ku(Ty = Tp) (1.2)

Quest’ultimo, come si nota dall’equazione 1.2, ¢ proporzionale alla differenza di
temperatura tra il fluido 7r e la base del flacone 75, secondo il fattore di scambio termico
globale K, calcolato dall’equazione 2.18.

Come si puo osservare in Figura 3.26, dopo un breve transitorio, il flusso di materia legato
al processo di sublimazione ¢ circa costante. Questo significa che il calore fornito dal fluido
riscaldante viene sfruttato completamente per far sublimare il ghiaccio, ovvero vale
I’uguaglianza:

Jq = Ko(Tf — Tp) = JwAH; (3.4)
dove AH; ¢ I’entalpia di sublimazione del ghiaccio.

0,0003

0,00024 1

0,00018 |

J,» kg m?2s’!

0,00012 | J.

0,00006 |

0 [ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20
t, ore

Figura 3.26: Variazione nel tempo del flusso di materia J,, durante il processo di
sublimazione.
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A questo punto, noto il flusso di materia J,, ad ogni istante di tempo considerato e noti i
valori di pressione parziale in camera e all’interfaccia di sublimazione, ¢ possibile ricavare
I’andamento di Ry, riportato in Figura 3.27.
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Figura 3.27: Andamento della resistenza al trasferimento di materia R,, sperimentale in
funzione dello spessore di prodotto secco Laries per soluzioni al 10% di saccarosio.

Per ottenere I’andamento della resistenza al trasferimento di materia sperimentale in Figura
3.27, come detto precedentemente, si sono utilizzati i1 valori di temperatura e pressione in
camera misurati durante la prova 11 in Tabella 2.4 (saccarosio al 10%). Non ¢ stato possibile
ottenere una curva simile anche per la prova 10 in Tabella 2.4 (saccarosio al 5%) in quanto
in quest’ultimo caso lo shrinkage osservato nel prodotto ha determinato il distaccamento
dalle pareti. La termocoppia, posta a contatto con il vetro del flacone, non ha potuto pertanto

effettuare misure significative durante 1’intero corso del processo di essiccamento primario
(Fig. 3.28).
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Figura 3.28: Andamento nel tempo della temperatura misurata dalla termocoppia
all’interno del flacone per la soluzione al 5% (curva nera continua) e al 10% (curva blu) di
saccarosio e della temperatura del fluido riscaldante (curva nera tratteggiata).
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Il profilo ottenuto applicando questa procedura non coincide esattamente con quello
ricavato dall’analisi morfologica, anche se I’ordine di grandezza del valore di R, ¢ lo stesso.
La differenza osservata puo essere legata al fatto che nell’applicazione della formula 3.3 si
sono utilizzati 1 valori del flacone contenente la termocoppia, il quale ¢ soggetto ad una
storia termica diversa da quella degli altri flaconi. In ogni caso ¢ bene considerare che ogni
flacone all’interno del batch ¢ caratterizzato da un proprio specifico comportamento al
trasferimento di materia. Cio ¢ fonte dell’eterogeneita inter-vial che si rispecchia nella
significativa differenza tra onset (inizio dell’abbassamento della curva Pirani) e offset
(rapporto Pirani-Baratron pari a uno). All’onset un numero significativo di flaconi
all’interno del batch ha completato il processo di essiccamento, mentre all’offser la
sublimazione ¢ finita in tutti i flaconi. Se non vi fosse eterogeneita inter-vial la differenza
tra i tempi di offset e onset sarebbe nulla, mentre sperimentalmente si osserva che diverse
ore possono trascorrere dal momento in cui la curva del Pirani comincia ad abbassarsi fino
al raggiungimento del rapporto Pirani/Baratron unitario. Anche questo potrebbe spiegare lo
scostamento tra R, sperimentale (Fig. 3.27) e R, calcolato secondo 1’equazione 2.14.

Il calcolo del valore di R, cosi effettuato ¢ utile perché permette di stimare il tempo di
essiccamento e la temperatura massima all’interno del prodotto attraverso ’utilizzo di un
modello dell’essiccamento primario, come verra descritto nel paragrafo successivo.

3.4 Confronto tra risultati sperimentali e quelli calcolati con il modello di
essiccamento primario.

11 profilo di R, ottenuto tramite 1’equazione di 2.14, e con i valori di 4 e B mostrati nel
paragrafo precedente per determinati valori di a (o ), ¢ stato inserito in un modello
dell’essiccamento primario, implementato in MATLAB R2017b.

Questo codice consente la determinazione della durata dell’essiccamento primario 7 € della
temperatura massima raggiunta Tu.. Questi valori hanno estrema importanza perché
consentono da un lato di valutare la fattibilita economica del processo e dall’altro di
conoscere lo stress subito dal prodotto. Cio ¢ importante se si desidera ottimizzare il
processo, riducendo al massimo i1 tempi, ma senza indurre collasso della struttura.

I valori di ts € Timax ottenuti dal codice Matlab per la formulazione di saccarosio al 5% e al
10% e di mannitolo al 5%, sono riportati nella Figura 3.29 e nella terza colonna di Tabella
3.3. Questi ultimi sono stati confrontati con quelli misurati sperimentalmente nel caso delle
prove 10-11 (saccarosio) e di prova 15 (mannitolo) di Tabella 2.4.

La scelta della durata sperimentale della fase di essiccamento per le varie formulazioni ¢
stata effettuata analizzando gli andamenti nel tempo del rapporto tra la pressione misurata
dal Pirani e quella misurata dal Baratron (P#/P5).

Come si puo notare in Figura 3.29, il tempo corrispondente al punto di flesso, circa uguale
(28 ore) per le tre curve, ¢ stato considerato come valore sperimentale di durata della fase
di essiccamento. Inoltre, si osserva che I’onset e 1’ offset si verificano rispettivamente a circa
25 e 37 ore per le soluzioni al 5% di mannitolo e saccarosio, mentre per quelle al 10% di
saccarosio intorno a 24 e 36 ore. Cio significa che la valutazione del tempo di essicamento
per le soluzioni di saccarosio analizzate al microscopio puo essere ritenuta accettabile se
cade all’interno dell’intervallo di tempo compreso tra onset € offset.
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Tabella 3.3: Confronto tra temperatura massima sperimentale e quella valutata tramite
I’utilizzo del codice, calcolando la distribuzione del diametro dei pori con il modello

empirico.
Matlab | Sperimentale Errore
assoluto
a, 4.59 Tmax,5%saccarosio, -31.7 -33 1.3
pm g 05 K05 °C
4.59 Tmax,10%saccarosio, -30.7 -32 1.3
°C
1.7 Tmax,5%mannitolo, -20.6 -20 0.6
°C

Analizzando 1’applicazione del modello empirico, come si evince sia dall’errore tra i due
valori riportati nell’ultima colonna di Tabella 3.3 che dalla Figura 3.29, il codice Matlab,
con 1 parametri stimati a seguito del monitoraggio della fase di congelamento consente una
stima accurata sia di ;s che di T.ax, fatta eccezione per le soluzioni di mannitolo, come verra
spiegato successivamente. Cid fornisce un’ulteriore convalida della procedura usata, in
quanto mostra la correttezza del valore di resistenza al trasferimento di materia e quindi di
D, ricavato nei punti precedenti, ed evidenzia come il valore di « di letteratura possa essere
molto vicino a quello reale.
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Figura 3.29: Variazione nel tempo dell’altezza di prodotto essiccato applicando il
modello empirico e del rapporto tra la pressione misurata dal Pirani e quella misurata dal
Baratron (Pp/Pp). Curva verde: mannitolo al 5%. Curva blu: saccarosio al 10%. Curva
nera: saccarosio al 5%.

Il tempo di essiccamento e la temperatura massima raggiunta dal prodotto secco valutati
sperimentalmente per le medesime formulazioni, sono stati confrontati anche con quelli
calcolati dal codice Matlab applicando il modello meccanicistico, come riportato in Tabella
3.4 e in Figura 3.30.
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Tabella 3.4: Confronto tra temperatura massima sperimentale e ottenuta tramite codice,
calcolando la distribuzione del diametro dei pori con il modello meccanicistico.

Matlab | Sperimentale | Errore
assoluto
}'b' 230000 Tmax’S% saccarosios OC '33 2 '33 0.2
J K@ m©3)
230000 Tmax,lo%saccar()sio, OC '32.5 '32 0.5
70000 Tmax’S% mannitolos OC '2 1 5 '20 1.5
18 ¢ 18
16 f i 16
O O T s T YA L ! | ]
R e " “f“““y"“k\"!""v ‘_v‘:"‘ by it AN "\"‘““\“““\ W ‘M”‘w““l‘,'w."”.mw ittt TN i
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Figura 3.30: Variazione nel tempo dell’altezza di prodotto essiccato applicando il
modello meccanicistico e del rapporto tra la pressione misurata dal Pirani e quella
misurata dal Baratron (Pp/Pp). Curva verde: mannitolo al 5%. Curva blu: saccarosio al
10%. Curva nera: saccarosio al 5%.

Dai valori ottenuti nelle Tabelle 3.3-3.4 e dalle Figure 3.29-3.30, emergono due risultati.

Il primo riguarda la durata della fase di essiccamento, ottenuta per il modello meccanicistico
con 1 valori di primo tentativo, che risulta essere molto vicina all’onset. Questo ¢ dovuto ad
un valore elevato del fattore yb; infatti una sua riduzione comporterebbe una diminuzione
delle dimensioni dei cristalli, con conseguente aumento del tempo di essiccamento. Inoltre,
da notare che I’utilizzo dello stesso fattore di scala, @ o0 yb, per le soluzioni di saccarosio al
5% e al 10%, porta all’ottenimento di risultati molto simili e ci0 evidenzia come sia « che
yb non dipendano dalla concentrazione di zucchero presente (per soluzioni diluite),
confermando la validita dell’ipotesi precedentemente effettuate.

Il secondo risultato mostra che i tempi di essiccamento predetti per il mannitolo si trovano
a valori inferiori all’onset, mentre si ottengono dei risultati accettabili per le soluzioni di
saccarosio. Una possibile spiegazione ¢ che il valore del coefficiente o (o)) di partenza
sia piu elevato rispetto a quello reale. Questo comporterebbe una durata della fase di
essiccamento inferiore e, conseguentemente, una temperatura massima raggiunta dal
prodotto secco piu bassa. Per avere dei tempi di essiccamento corretti si € notato che il
coefficiente ¢, per il mannitolo al 5%, dovrebbe essere intorno all’unita. Cid implicherebbe
un diametro massimo e minimo dei pori intorno, rispettivamente, 18 ume 11 pum.
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Dunque, considerando che i profili dimensionali ottenuti hanno una loro incertezza, possono
essere ritenuti accettabili dei tempi di essicamento che si trovano all’interno dell’intervallo
compreso tra onset € offset, mentre la temperatura massima risulta accettabile fino ad una
differenza di 1-2 °C rispetto a quella misurata sperimentalmente.

Inoltre, bisogna osservare che, noto il profilo dimensionale sperimentale, puo rivelarsi utile
variare i parametri e yb in modo da ottimizzare la distanza tra i valori di diametri calcolati
con i modelli utilizzando 1 parametri di letteratura e quelli ricavati dall’analisi delle
immagini SEM dei prodotti liofilizzati nella prova 10 (5% di saccarosio) e 11 (10% di
saccarosio) in Tabella 2.4.

A tal proposito si ¢ verificato il risultato ottenuto da questo processo di minimizzazione
dello scarto quadratico medio. Infatti, considerando soluzioni della medesima
concentrazione, sono stati determinati i parametri empirici relativi ai modelli utilizzati al
variare dei valori soglia inseriti nel codice. I risultati ottenuti risultano essere diversi come
si pud osservare in Tabella 3.5. Cid ovviamente conduce a valori di durata
dell’essiccamento e temperatura massima raggiunta dal prodotto secco differenti e non
univocamente determinate.

Tabella 3.5: Coefficienti e yb per le soluzioni di saccarosio, calcolati in seguito ad
analisi delle immagini SEM con diversi valori soglia inseriti nel codice.

Formulazione a, pm 505 K05 b, J K@ m

5% in peso di saccarosio Caso 1 2.72 Caso 1 88122
Caso 2 3.14 Caso 2 104251

10% in peso di saccarosio Caso 1 2.63 Caso 1 85152
Caso 2 3.48 Caso 2 112652

In Figura 3.31 viene riportato il confronto tra andamento sperimentale e calcolato tramite
I’applicazione di entrambi i modelli per le soluzioni di saccarosio al 10% nel caso 1 e nel
caso 2.

300 | 300

[ a) i b)
250 | 250 |
200 | 200
= . = :
3 150 | <150 |
=3 [ -y [
= ! =) [
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Figura 3.31: Distribuzione del diametro dei cristalli di ghiaccio D, in funzione dello
spessore di prodotto congelato Ljozen per soluzioni al 10% in peso di saccarosio a) nel caso
1 e b) nel caso 2, secondo applicazione del modello meccanicistico (curva rossa), empirico
(nera) e analisi SEM (curva verde) con relative barre di errore il cui limite inferiore € pari

al 5° percentile e il limite superiore al 95° percentile.
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Come si puo osservare I’andamento sperimentale mostrato in Figura 3.31b ¢ caratterizzato
da diametri piu grandi rispetto a quello di Figura 3.31a, e questo si traduce in una differente
durata dell’essiccamento e in una stima differente della temperatura massima raggiunta dal
prodotto secco. A questo scopo, partendo dal fattore di scala « (o yb) di Tabella 3.5, sono
stati ottenuti i parametri 4 e B effettivi per i due modelli nei due casi, e quindi nuovi valori
di resistenza R,. Noti questi coefficienti, utilizzando il modello matematico per
I’essiccamento primario si ¢ potuto stimare il tempo di essiccamento e la temperatura

massima raggiunta per le soluzioni di saccarosio (Tabella 3.6).

Tabella 3.6: Confronto tra temperatura massima stimata e sperimentale al variare del
parametro empirico & (o yb) dopo tentativo di ottimizzazione, per soluzioni di saccarosio.

Matlab | Sperimentale | Errore
assoluto
}'b, J K(Z/S) m('8/3) 88122 Tmax,5% saccarosios °C -29 -33 4
85152 Tmaleo% saccarosios OC —28.3 ‘32 37
104251 Tmax,5% Saccarosios °C -30 -33 3
1 12652 Tmaleo% saccarosios OC —29.5 ‘32 25
a, Lm S'O‘5 KO'S 2.72 Tmax,5% saccarosios °C -29 -33 4
2.63 Tmax,10% saccarosios °C -28.4 -32 3.6
3.14 Tmax,5% saccarosios °C -29.9 -33 3.1
3 .48 Tmax,10% saccarosios OC '29.6 '32 2.4
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Figura 3.32: Variazione nel tempo dell’altezza di prodotto essiccato, in seguito a
variazione del parametro o del modello empirico dopo confronto con I’andamento
sperimentale (SEM) per il caso 1 (curve continue) e per il caso 2 (curve a tratti) di Tabella
3.5, e del rapporto tra la pressione misurata dal Pirani e quella misurata dal Baratron
(Pp/Pp). Curva rossa: saccarosio al 10%. Curva nera: saccarosio al 5%.
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Figura 3.33: Variazione nel tempo dell’altezza di prodotto essiccato, in seguito ad
ottimizzazione del parametro y» del modello meccanicistico dopo confronto con
I’andamento sperimentale (SEM) per il caso 1 (curve continue) e per il caso 2 (curve a
tratti) di Tabella 3.5, e del rapporto tra la pressione misurata dal Pirani e quella misurata
dal Baratron (Pp/P3). Curva rossa: saccarosio al 10%. Curva nera: saccarosio al 5%.

Si puo osservare nelle Figure 3.32-3.33 e nella Tabella 3.6, che il tentativo di ottimizzazione
in seguito all’analisi delle immagini SEM, e dunque la valutazione finale del parametro o
(o D), puo generare dei risultati abbastanza diversi da quelli ottenuti con dei valori di & (o
yb) di letteratura e da quelli osservati sperimentalmente. Per esempio, il valore di
temperatura massima calcolato dal codice Matlab in seguito a questo tentativo di
ottimizzazione puo differire da quello sperimentale anche di 4°C, rendendo inaccettabile la
stima ottenuta. Cio0, evidentemente, pud essere considerato un errore normale in quanto la
misura dei pori e 1 valori soglia scelti dall’operatore, al fine di valutarne le dimensioni, sono
molto soggettivi, come viene anche confermato dalle barre di errore presenti in Figura 3.17-
3.18 per i profili ottenuti dall’analisi delle immagini al microscopio. Tutto cido per
sottolineare che 1’analisi di immagine ha parecchie incertezze legate sia al codice che
permette di stimare le dimensioni dei pori che alla complessa manipolazione del campione
da investigare. Da notare che dall’analisi d’immagine si ottengono delle dimensioni medie
con una barra di errore molto elevata. Quindi, se ci si focalizza sulla media senza
considerare queste incertezze si puo arrivare a delle conclusioni fuorvianti in quanto, se
vengono forzate le curve ottenute tramite applicazione dei due modelli a passare per i
diametri medi sperimentali, si possono trovare dei risultati sbagliati e per la presenza di una
barra di errore molto ampia e per i parametri soggettivi da inserire all’interno dell’algoritmo
che possono fornire differenti distribuzioni dimensionali medie (come visto nei due casi
precedenti) diminuendo ulteriormente 1’utilita di questa procedura.

Nonostante questo scostamento dal valore sperimentale, si pud osservare che la durata
dell’essicamento, ottenuta calcolando la resistenza al trasporto di materia con entrambi i
modelli, rientra nell’intervallo compreso tra il tempo di onset e quello di offset, ovvero quei
valori tali per cui risulta possibile che si verifichi la fine della fase di essiccamento.

Dunque, i risultati ottenuti tramite termografia indicano 1’idoneita della termocamera a
fornire informazioni utili per I’intero processo di liofilizzazione semplicemente attraverso
il monitoraggio della fase di congelamento. Infatti, dalla semplice misura di D, ¢ possibile
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risalire ad un valore di R, che, inserito in un modello per I’essiccamento primario, consente
di stimarne durata e stress termici indotti nel prodotto.

In conclusione, il monitoraggio della fase di congelamento tramite termocamera potrebbe
quindi consentire il design ottimale dell’intero ciclo di liofilizzazione.
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4 Conclusioni

L’obiettivo di questo lavoro di Tesi ¢ stato quello di determinare la distribuzione della
dimensione dei cristalli di ghiaccio affinché fosse possibile predire la durata e la
temperatura massima raggiunta dal prodotto solido alla fine dell’intero processo di
liofilizzazione, monitorando, attraverso 1’utilizzo della termocamera, la sola fase di
congelamento.

Inizialmente ¢ stata verificata 1’accuratezza della misura di temperatura fornita dalla
termocamera durante il congelamento. Essa dipende dalla conoscenza di diversi parametri,
tra cui quelli di maggiore importanza risultano essere 1’emissivita e la temperatura apparente
riflessa. Quest’ultima, identificativa dell’energia proveniente dall’ambiente circostante e
che viene riflessa dal corpo analizzato, viene misurata e corretta automaticamente dal
software presente nella termocamera durante 1’intero processo. Diversamente, 1’emissivita
¢ stata valutata tramite confronto tra due superfici alla stessa temperatura di cui sia nota
I’emissivita di almeno una delle due (metodo di riferimento, normativa ISO 18434-1 Part 1,
Annex A.2).

Dopo aver ottenuto il valore di emissivita si € proceduto col verificare 1’accuratezza della
misura di temperatura fornita dalla termocamera durante il processo di congelamento.
Dunque, sono state inserite delle termocoppie sia sulla parete esterna dei flaconi 10R sia
all’interno, verificando che non vi fossero differenze tra il valore di temperatura nella
soluzione e quello misurato alla parete dei flaconi. L’utilizzo della termocamera come
sistema di monitoraggio del processo ¢ stato giustificato, e quindi convalidato, dalle misure
ottenute, molto simili a quelle fornite dalle termocoppie.

A questo punto le immagini ottenute dalla termocamera sono state analizzate da un codice
Matlab in grado di calcolare i valori della velocita di avanzamento del fronte di
congelamento (R) e di gradiente di temperatura nella zona congelata (G), due parametri
fondamentali per la valutazione della dimensione dei cristalli di ghiaccio. Il programma,
ricevute in input le immagini ottenuti con la termocamera e la frequenza di campionamento,
corregge gli effetti di distorsione ottica e mostra in tempo reale la posizione del massimo e
1 profili assiali di temperatura per tutti 1 flaconi, da cui € possibile ottenere una stima della
temperatura al fondo e sulla superficie superiore del prodotto, nonché del massimo assoluto
di temperatura in ogni immagine. Poich¢ il processo di congelamento ¢ esotermico, il
massimo di temperatura corrisponde all’interfaccia tra il prodotto completamente congelato
e la soluzione di acqua e ghiaccio in cui I’accrescimento dei cristalli € ancora in corso. Noti
questi tre valori di temperatura ¢ infine possibile ottenere 1 gradienti di temperatura nella
zona congelata (G) e la velocita di avanzamento dell’interfaccia di congelamento (R). Cio
rappresenta un aspetto innovativo in quanto finora questi due parametri sono stati ricavati
attraverso I’applicazione di modelli matematici.

Dalla velocita di avanzamento del fronte di congelamento (R) e dal gradiente di temperatura
(G) lungo 1’altezza del prodotto ¢ possibile stimare la dimensione dei cristalli e, in ultima
analisi, la resistenza al trasporto di materia. A tale scopo, sono stati utilizzati due modelli,
empirico (Nakagawa et al., 2017) o meccanicistico (Arsiccio et al., 2017). Sono state
effettuate diverse prove per soluzioni di mannitolo al 5% in peso e di saccarosio al 5% e al
10% in peso, con lo scopo anche di confrontare due prodotti aventi rispettivamente
comportamento cristallino e amorfo. Dall’analisi delle immagini termografiche ottenute da
queste prove sono stati estratti R e G. Mediando 1 valori ottenuti tramite immagini
termografiche per varie prove e diversi flaconi si € infine ricavato 1’andamento di D, medio
lungo I’altezza di prodotto per ogni flacone.
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Per convalidare i risultati ottenuti si sono effettuate delle prove complete della fase di
essiccamento. Inoltre, questo ha consentito di poter analizzare la morfologia del prodotto
secco al microscopio elettronico a scansione. Basandosi sulle immagini SEM dei prodotti
liofilizzati per formulazioni al 5% e al 10% di saccarosio ¢ stato possibile confrontare
I’andamento sperimentale con quello ricavato tramite termografia. Considerando le
incertezze legate alla determinazione della dimensione dei pori, il profilo sperimentale ha
mostrato comungque un buon accordo rispetto a quello calcolato dalle analisi delle immagini
termografiche.

In seguito, nota la distribuzione dimensionale ¢ stato possibile valutare la resistenza al
trasporto di materia (R)). Il profilo di R, ¢ stato inserito in un modello dell’essiccamento
primario, implementato in MATLAB R2017b, che consente la determinazione della durata
dell’essiccamento primario zs ¢ della temperatura massima raggiunta .. E stato osservato
che i valori sperimentali di 7z € Tnax SONO estremamente vicini a quelli calcolati dal modello.
Tali valori sono di estrema importanza in quanto consentono la valutazione della fattibilita
del processo e dello stress termico subito dal prodotto. Cid ¢ importante se si desidera
ottimizzare il processo, riducendo al massimo i tempi ma senza indurre collasso della
struttura.

In definitiva, dunque, il monitoraggio della fase di congelamento tramite termocamera
potrebbe consentire I’ottimizzazione dell’intero ciclo di liofilizzazione.
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Coefficiente di interpolazione, s™!
Coefficiente di interpolazione, um
Coefficiente di interpolazione, pm mm!
Sezione del flacone, m?
Fattore di forma, K#* m*?
Coefficiente di interpolazione, mm-
Contenuto di acqua all’equilibrio, kg m™

Concentrazione di umidita residua nel prodotto, kg m™

Diffusivita di Knudsen, m? s™!

Diametro dei cristalli di ghiaccio, um

Fattore di vista tra flacone e ripiani

Fattore di vista tra flacone e pareti liofilizzatore

Gradiente di temperatura nella zona congelata, K pm’!

Coefficiente di scambio termico aria flacone, W m2 K
Coefficiente di scambio termico aria flacone, W m2 K!

Calore latente di solidificazione, J kg™!

Entalpia di sublimazione, J kg™!

Flusso di calore, J m?2s!

Flusso sublimativo di vapore, kg m?s!

Costante dell’equazione 2.12, m s™! K0

Costante di desorbimento, s™!

Conducibilita termica del prodotto congelato, W m™ k!
Conducibilita della parete di vetro del flacone, W m™! k!
Conducibilita del prodotto congelato, W m™! k!

Coefficiente globale di scambio termico, ] m? s K-!

Lunghezza dei pori, mm

Spessore prodotto essiccato, mm

Spessore prodotto congelato, mm

Massa di acqua, kg

Massa di acqua presente all’interno di un flacone, kg

Massa molare acqua, kg mol’!

Numero dei pori cilindrici

Rapporto tra la pressione misurata dal Pirani e quella misurata dal Baratron
Pressione parziale del vapore in camera, Pa

Tensione di vapore all’interfaccia di sublimazione, Pa

Flusso termico totale diretto verso la parete del flacone, W m™
Flusso termico legato alla convezione, W m™

Flusso termico legato all’irraggiamento, W m™

Velocita di avanzamento del fronte di congelamento, um s™!
Costante dei gas, ] mol ! K!

Raggio del prodotto secco, pm

Raggio interno dei flaconi di vetro, m

Resistenza al traporto di materia, m s™!

Spessore dei flaconi di vetro, m

Temperatura media del prodotto essiccato, °C

Tempo, h

Temperatura aria esterna, K

Temperatura al fondo del flacone, °C

1
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Tempo di essiccamento, h

Temperatura media del prodotto essiccato, K
Temperatura fluido refrigerante/riscaldante, K
Temperatura parete flacone di vetro, K

Temperatura della parete esterna del flacone, K
Temperatura all’interfaccia di sublimazione, °C
Temperatura massima raggiunta dal prodotto liofilizzato, °C
Temperatura di nucleazione, °C

Temperatura del prodotto, K

Temperatura dei ripiani del liofilizzatore, K
Temperatura delle pareti del liofilizzatore, K

Differenza di temperatura tra prodotto e aria, K
Differenza di temperatura media tra fluido e prodotto, K
Volume del solido, m*

Discretizzazione dello spessore di prodotto, mm

Coefficiente di proporzionalita del modello empirico (1.5), um s K%3

Assorbanza del vetro

Grado di vuoto, rapporto volume ghiaccio e volume totale del sistema
Emissivita del vetro

Tensione interfacciale solido-solido, J m™
Costante dell’equazione 1.5

Costante dell’equazione 1.5

Riflettanza del vetro

Densita del prodotto congelato, kg m™
Densita del solido, kg m™

Costante di Stefan-Boltzmann, W m? K
Tortuosita

Trasmittanza del vetro
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