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Liyofilizasyon: Genel Proses Degerlendirmesi
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Ozet: Liyofilizasyon veya bir diger adiyla dondurarak kurutma, final iiriin 6zelliklerini, stabiliteyi ve verimi etkileyen
kompleks bir proses olarak kabul edilmektedir. Liyofilizasyon, zorluklarina ragmen sundugu avantajlar nedeniyle zo-
onoz hastaliklarin da yer aldig1 birgok hastaliga kars: uygulanan asilarin iiretim zincirinde yer almaktadir. Asilar diger
biyolojik maddeler veya mikroorganizmalar liyofilizasyon disinda, sogutma veya dondurma ile stabil hale getirile-
bilirler. Fakat iirlinlerin donmus fazda tagmnmast ve depolanmasinin yiiksek maliyeti yaninda olasi sistemsel arizalar
tirliniin yapisin1 bozarak kaybina neden olabilmektedir. Bu agidan liyofilize formulasyonlar daha iyi stabilite avantajt
ile birlikte, tasima ve depolama sirasinda da kolay idare saglamaktadirlar. Bu derlemede, liyofilizasyon metodunun
genel proses degerlendirilmesi yapilarak, prosesi olusturan, dondurma, birincil kurutma ve ikincil kurutma basamaklari
arasindaki etkilesim agiklanmistir. Canli agilarin {iretiminde 6nemli bir proses olan liyofilizasyon, prosesi uygulayan
arastirmacilarin goziinden degerlendirilmis, tiretim ve liyofilizasyon faaliyetlerinde bulunan ¢alisanlara yonlendirici ve
destekleyici bilgiler paylasiimistir.

Anahtar kelimeler: Dondurma, Dondurarak-Kurutma, Liyofilizasyon, Stabilite,

Liyophilization: A General Process Evaulation

Abstract: Lyophilization, in other words, freeze drying is considered to be a complex process having an influence on
the productivity, stability and the characteristics of the final product. Despite its difficulties, lyophilization is involved in
the production chain of vaccines against some diseases, including zoonotic diseases, thanks to its advantages. Vaccines,
other biological substances or microorganisms can be stabilized through cooling or freezing as well as lyophilization.
However, transporting and storing the products in the frozen phase is rather expensive and some possible systematic
problems might disrupt the product. For this reason, lyophilized formulations have the advantage of more stability; in
addition, they are more manageable during transporting and storing. This review study evaluates the general process of
lyophilization and reveals the interaction between the steps of freezing, primary drying and secondary drying, which
constitute the process. Lyophilization, which is an important process for the production of live vaccines, has been evalu-
ated from the perspective of the researchers who actually carry out the process and some guiding and helpful informa-
tion for the ones that are involved in production and lyophilization activities has been included.
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Giris

Liyofilizasyon en basit haliyle, maddenin énce don-
duruldugu ve sonrasinda sublimasyon ve akabinde
desorpsiyon ile solvent miktarinin, biyolojik veya
kimyasal reaksiyonlar1 desteklemeyecek degerle-
re kadar azaltildig1 bir stabilizasyon prosesi olarak
tanimlanmaktadir [7,10,13]. Kriyopreservasyon
(dondurarak saklama) ve dondurarak kurutma,
maddelerin uzun donem depolamasinin saglanma-
sinda tercih edilen teknikler olarak kabul edilmekte
ve artan bir sekilde biyolojik materyallerin genis
bir araliginda uygulanmaktadir [15]. Dondurarak
kurutma olarak bilinen liyofilizasyon; kuru, aktif,
uzun raf Omriine sahip ve kolayca ¢oziilebilen bir

iirtin elde etmek i¢in dondurma ve kurutma islem-
lerinin faydalarini kombine eden bir proses olarak
tanimlanmaktadir [1]. Hali hazirda pazarlanan bi-
yofarmasoétik iiriinlerin %50°sinin liyofilize formda
oldugu aktarilmaktadir ki, bu haliyle en yaygin for-
mulasyon stratejisini temsil etmektedir [10,16,17].
Uygulamanin temeli farkli metodolojiler i¢in ortak
olmasina ragmen, birgok laboratuvarin dogru pre-
servasyon ve saklama prosediirlerinde uzmanlik bil-
gisi yetersiz kalmaktadir. Ayn1 zamanda buna bag-
It numune ve kiiltiirlerin saklanmasinda uygun ve
giincel olmayan protokoller uyguladigi ifade edil-
mektedir [15]. Bu nedenle prosesi olusturan basa-
maklarin degerlendirilerek iyi anlasilmasi elzemdir.
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Liyofilizasyon

Liyofilizasyon, Yunanca ‘¢0ziicli seven-sivi ¢eken’
liyofil® teriminden tiiretilmistir ve kuru bir {irliniin
yliksek seviyede tekrar rehidre olabilme yetenegi-
ni ifade etmektedir [10,13,26]. Operasyonel olarak
dondurarak kurutma, vakum desikasyonu aracili-
giyla dayaniksiz {irtinlerin rehidre olmasinin kont-
rol edilebilir bir metodu olarak agiklanabilir [1,15].
Liyofilizasyon, her bir basamagin kritik oldugu ¢ok
asamali bir operasyon olarak ifade edilmektedir. Bu
proseste basarili olabilmek icin ana bilesenler iyi
anlasilmali ve siki kontrol altinda tutulmalidir [26].

Biyolojik materyallerin stabil bir halde preser-
vasyonu, biyolojik-medikal bilim, tarim ve biyotek-
noloji i¢in temel bir gereksinimdir [15]. Liyofili-
zasyon, farmasotik ve biyoteknoloji endiistrilerinde
formulasyonlarin stabilitesini gelistirmek amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir [10,32]. Ayrica, da-
yaniksiz ilaglarin Ozellikle terapotik proteinlerin
uzun donem stabilitelerini gelistiren 6nemli ve iyi
bilinen bir prosestir [10,16,31]. Liyofilizasyon pro-
sesi sonrasinda kurumus ve pordz yapidaki iiriin,
karakteristik liyofil 6zelligi ile ¢oziicliyii hizlica ab-
sorbe ederek, proses Oncesindeki orjinal yapisal for-
muna tekrar doniisebilir [13]. Proses sonucu olusan
pordz yapidaki iirin kekinin nem igerigi diisiiktiir
ve belirlenmis saklama kosullarinda istenilen kulla-
nimina kadar ¢ok uzun siire depolanabilir [32].

Yasam icin vazgeg¢ilmez olan su, hiicre i¢inde-
ki biyokimyasal aktiviteleri destekleyen yaygin bir
solvent (¢Oziicii) olarak metabolizmanin devamin
ve biitiin yagsamsal faaliyetleri destekler [15]. Don-
dururak kurutmaya tabi tutulan iiriinler de, dncelikli
olarak sudan yani solventten ve suyun i¢inde ¢ozii-
nen veya siispanse olan diger materyallerden tesek-
kiillerdir [1,3,10,17]. Su yoklugunda, canli hiicre-
lerde uyku hali veya 6liim fazinin sonuglanmasi ve
hiicresel ekstraktlarda biyokimyasal aktivitelerin
inhibisyonu nedeniyle bildigimiz yasam devam ede-
memektedir. Bu agidan basarili sonuglar i¢in subli-
masyon ve desorpsiyon asamalarinda takip edilmesi
gereken olay, liyofilizasyon prosesine maruz kalan
iiriine ait bilesenlerden olan suyun uzaklagmasidir.
Bu nedenle dayaniksiz iiriinleri stabilize etmek igin
depolanmis Orneklerdeki su igeriginin azaltilmasi
veya immobilize edilmesi gereklidir. [1,15]

Liyofilizasyon prosesinde anahtar kelime, li-
yofilizasyon prosesinin bir stabilizasyon prosesi
olarak kabul edilmesidir [13]. Stabilizasyon prosesi
ise, bir maddenin dogal kinetik saatinin fazlasiyla
degistirilmesini igerir. Ornegin, bir asinm 2 giin
+4 derecede depolanmasi neticesinde etkinliginin
%90’a geriledigini varsayalim. Eger as1 icindeki
nem miktarmi diistirerek, kinetik saati yavaglatila-
bilir ve 1 saniye zamanin etkisi 1 saate uzatilabilirse
bu durumda asinin stabilitesi 2 giin yerine 20 yila
kadar ¢ikabilir [13]. Buradaki ¢arpici 6rnek, aslin-
da liyofilizasyon prosesinin uygun sekilde ytiriitiil-
diigiinde arastirmacilara ve treticilere sunabilecegi
g6z ard1 edilemez fayda potansiyeline 151k tutmak-
tadr.

Tarihce

Liyofilizasyon metodunun ge¢misi, tarih Oncesi
zamanlara dayanmaktadir. Astek ve Eskimolarin
bu metodu gida maddelerinin saklanmasinda kul-
landiklart paylasilmigtir [1,15]. Ayni zamanda yine
yiizyillar 6nce ayni islemin inkalar tarafindan And
Daglari’nda Altiplano diizliiklerinin oksijeni az at-
mosfer ortaminda ve giinesin radyan 1s1s1 altinda et
kurutmak i¢in kullanildigr aktarilmistir [26].

1880’lerin sonlarma dogru, proses laboratuvar
Olceginde kullanilmis ve temel prensipleri anlagil-
mistir [1,15]. 1890 yilinda yaklasik olarak -20°C
sicaklikta ve subatmosferik basing altinda, doku-
larin kurutulabildigi bildirilmistir. 1905 yilinda ise
aragtirmacilar kimyasal bir pompa araciligiyla 1
ATM daha diisiik bir basing altinda hayvan dokula-
rinin kurutulabildigini paylasmistir [13]. Pratik ola-
rak liyofilizasyon metodu, 1siya duyarh antibiyotik
ve kan tirlinlerinin islenmesine ihtiya¢ duyuldugu
1930’lara kadar bir laboratuvar teknigi olarak kal-
mstir [1,15].

Kullanim alanlar

Liyofilizasyon termolabil (1siya duyarli) biyolojik
materyallerin korunmasi i¢in 6nemli bir prosestir.
Glinlimiizde c¢esitli endiistrilerde genis kullanim
alanina sahiptir [24]. Mikrobiyal kiiltiir gibi can-
1 materyallerin stabilizasyonu, miizede sergilenen
hayvan oOrneklerinin preservasyonu (taksidermi),
ciceklerin kurutulmasi (tahnit¢ilik) ve reaksiyon
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iiriinlerin konsantrasyonu veya geri kazanimi gibi
prosesler icin farkli alanlarda kullanilmaktadir
[10,17]. Liyofilizasyon, yangin veya sel sonucu
hasara ugramis degerli el yazmasi kitap ve belge-
lerin kurtarilmasinda da ara¢ olmustur. Bu tiir uy-
gulamalara siklikla ihtiya¢ duyulmamakla birlikte,
bu teknolojinin sonraki nesillere faydali olabilecek
uygulamalar oldugu gercegi, aslinda bu teknoloji
tarafindan saglanan odiillendirici bir mirastir [24].

Liyofilizasyon isleminin en yaygin kullanim
alanlarindan biri saglik hizmetleri endiistrisidir. Bu
alan, kimyasal bilesikler, parenteral formiilasyonlar,
asilar ve ayrica teshis tirlinlerindeki farmasdtiklerin
liyofilizasyonunu igerir. Liyofilizasyon, biyo-en-
diistri sektoriinde, standart bir isleme teknigi haline
gelerek iretilen yiiksek kaliteli ve yiiksek maliyetli
iiriinlerde (monokloanal antikor, antijen, DNA) sta-
bilite saglamaktadir [5]. Kiiltiir koleksiyonlarinda
ve endiistri alaninda kiiltiir kurutma islemi yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlarin disinda uzun siire
depolanmasi igin, sperm, eritrosit, plazma, ve se-
rumun yani sira organ naklinde kullanilmak tizere
bazi dokularm liyofilizasyon yontemiyle saklana-
bildigi aktarilmistir [11].

Liyofilizasyonun diger bir yaygin kullanimi
veteriner hekimlik {riinleridir. Bu irilinler birey-
sel evcil hayvanlar i¢in yapilan asilardan ruminant
veya kanatli agilar1 gibi biiyiik 6l¢ekli uygulamala-
ra kadar ¢esitlilik gosterir [28]. Gidalar s6z konusu
oldugunda ise en yaygin olarak bilinen dondurarak
kurutulmus gida iriinii kahvedir [13]. Ayrica pro-
ses, astronot gidasi olan dondurarak kurutulmus
dondurma formu ile de popiilerlesmistir [10]. Cay,
meyve ve sebzeler, et iiriinleri, hazir yiyecekler ve
bazi aromatik otlar dondurularak kurutma isleminin
uygulandigi gida iirlinleri olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir [5,6,24,25].

Cok cesitli alanda liyofilizasyon islemi basarili
bir sekilde uygulanabilir olmasina ragmen liyofili-
ze edildikten sonra rekonstitiiye edilen canli orga-
nizmalarin tekrar bliylime ve ¢ogalma kabiliyetini
stirdiirebilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle hiicre
gibi bir canli sistemin uzun vadeli korunmasi i¢in
basarili bir uygulama saglanmasi zaruriyeti bu alan-
da calisan bilim insanlar1 i¢in en biiylik zorluklar-
dan biridir [7].

Liyofilizasyon Basamaklar:

Dondurma

Geleneksel bir liyofilizasyon siklusu 3 asamadan
olusur: dondurma, birincil kurutma ve ikincil ku-
rutma [22,23]. Bir formulasyonun basarili sekilde
liyofilize edilebilmesi i¢in birincil kurutmaya basla-
madan 6ncesi dondurulmasi gerekliligi s6z konusu-
dur [13]. Zira dondurarak kurutma, kati fazdan gaz
faza dogru bir hal degisimi oldugu i¢in, liyofilize
edilecek olan materyalin 6nce dondurulmasi gerekir
[10]. Dondurma, kavram olarak basit gibi goriinse
de, liyofilizasyon prosesinde biiylik olasilikla en
kompleks ve ayrica en énemli basamaktir [13,16].
Bununla birlikte iiriin kalitesi ve prosesi optimize
etmek adma dondurma basamagimin kontrolii son
derece onemlidir [16]. Zira dondurma asamasinda
sekillen mikroyapilar final {irtin kalitesini, birincil
ve ikincil kurutma hizini ve oranini belirlemektedir
[71.

Kurutma iglemi siklikla giinlere ihtiya¢ duyar-
ken, dondurma islemi genellikle birkac saat iginde
sonlanir [8,31]. Dondurma prosesinin temel pren-
sibi, solut (¢Oziinen) kisimdan solventin (¢oziicii)
ayrilmasidir. Akoz sistemler i¢in, bu durum suyun
buz kristalleri olusturmasi ve ¢oziinen maddenin
s0z konusu buz kristalleri arasindaki intersitisyel
bolgede sinirlandirilmasi seklindedir [13]. Dondur-
ma asamasi boyunca, likit formulasyon, buz gelisi-
minin takip ettigi buz niikleasyonu baslayana kadar
sogutulur. Bu durum, suyun biiyiik kisminin, cams1
ve/veya kristalin yapidaki ¢oziinen matriksinden
buz kristalleri i¢inde seperasyonu ile sonuglanir [8].
Ayrica, buz niikleasyon kinetigi ve buz kristali ge-
lisimi, donmus iiriin kekinin morfolojisini ve fizik-
sel sartini, akabinde sonu¢ olarak kurumus {iriiniin
nihai 6zelliklerini belirlemektedir. Buz morfolojisi
de, birinci ve ikinci kurutmadaki sublimasyonu ora-
n1 ile direkt olarak iliskilidir [9].

Dondurmadaki amag, formulasyonun sicakligi-
n1 diigiirerek, solut ve solventin ayrildigi bir mat-
riks elde etmektir. Bu sayede, matriksin intersitisyel
bolgesindeki su mobilitesini sinirlandirmak ve sifira
yaklastirmak amaclanarak kurutma prosesi boyunca
su buhar akisina minimal direng gdsterecek bir mat-
riks yapisinin elde edilmesi hedeflenmektedir [13].
Ayrica solventin ¢oziinen kisimdan ayrilmasi ile
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iiriinde termal degradasyon minimize edilebilmekte
ve vakum uygulandiginda {iriiniin kopiirmesi engel-
lenebilmektedir [7,31].

Dondurma asamasimin kendisi aslinda liyofili-
zasyondaki temel dehidrasyon basamagini olusturur
[16]. Solvent vazifesindeki su, likit formulasyon-
dan, saf kat1 buz formunda uzaklasir. Bu uzaklagma,
solut maddenin konsantrasyonunda ¢arpict degisik-
liklere onciiliik eder [3,9]. S6z konusu buz kristalle-
rinin olusumu ile solut bilesenlerinin konsantrasyo-
nu, geligen buz kristalleri arasinda artar ki bu durum
kriyo-konsantrasyon olarak bahsedilir [8,16]. Stz
konusu konsantre materyalleri iceren alanlar, suya
gore daha diisiik donma noktasina sahiptirler. Zira
bir iiriin, buz varligi nedeniyle donmus gibi goéziik-
mesine ragmen, suspansiyondaki tiim solut donma-
dan aslinda tamamen donmus degildir [3,10].

Uriiniin elektriksel direnci, sivi fazdan kati
faza gegtiginden dramatik seviyede hemen hemen
her zaman yiikselir. Bunun nedeni iyon ve elektron
mobilitesinin azalmasidir. Bu durum, ayni noktada
elektriksel direng ve iiriin sicakligi olgiiliirse don-
ma noktasinin tespit edilebilecegini gostermektedir.
Ciinkii genellikle direngte ani bir yiikselis s6z ko-
nusu olur ki direng ve sicaklik egrilerinin kesisme
noktast ylksek dogrulukla donma noktasi olarak
kabul edilebilir [17].

Solusyonun donma denge noktasinin altinda
stvi fazda tutulmasi derin sogutma (supercooling)
olarak belirtilir. Genel olarak dondurma, derin so-
gutulmus sudan buz kristalizasyonunu tanimlamak-
tadir [16]. Derin sogutma her zaman donma esna-
sinda ve siklikla donma sicakliginin 10-15 C° altin-
da veya daha fazla bir aralikta meydana gelir. [30].
Ciddi niikleasyon hacmine ulasildiginda, buz krista-
lizasyonu biitiin sistemde birden gergeklesir [2,16].
Kristalizasyon basladiginda, {iriin sicakligi hizlica
denge donma noktasina yiikselir [16,30]. S6z konu-
su Niikleasyon homojen ve heterojen olarak sekille-
nebilir [9,13,16].Tim farmasdtik solusyonlarda ve
steril filtre edilmis enjenksiyonluk suda, niikleasyon
heterojen niikleasyon olarak gézlemlenir [9,16].

Ozetle, sogutma ile sicakligi donma noktasina
diisiiriilen formulasyon, derin sogutma ile daha dii-
stik sicakliklarda kati forma gegmeden sogutulma-
ya devam edilir, baglayan buz niikleasyonunu, buz
kristallerinin geligimi ve liriiniin tamamina yayilma-

st takip eder. Kristallerin gelisimi ile donma nok-
tasinin 10-15 derece altindaki formulasyon 1sinarak
tekrar donma noktasina yaklagabilir.

Olusan buz ¢ekirdekcik sayisi, buz gelisiminin
orani ve buz kristallerinin biiyiikliigii derin sogutma
derecesine baglidir [13,21,29]. Daha ytiiksek derin
sogutma derecesi, daha yiliksek niikleasyon orani ve
daha hizli dondurma etki oranini olusturmaktadir.
Bu durum ¢ok sayida kii¢iik buz kristal olusumu
ile sonu¢lanmaktadir. Buna karsin, daha diisiik de-
rin sogutma derecesi, daha az sayida fakat biiylik
buz kristal olusumuna neden olmaktadir [3,16,29].
Derin sogutmay1 diisiirerek olusturulan biiyiik buz
kristalleri ile ylizey alanin1 minimize etmek isteni-
len bir diger strateji olarak belirtilmistir. [14,31].

Biyolojik standartlarin kurutulmasinda, don-
durma prosesi ayrica énemlidir. Onceden sogutul-
mus raflara tirtinlerin konulmasi ile yapilan snap-ani
dondurma, heterojenik kristal formasyonu ve final
iriin goriiniimii ile sonuglanabilmektedir [18,31].
Bununla birlikte eger biyolojik bir tiriinde dondur-
ma nedenli bir hasara meyil var ise bu durumda
-50 derecede 6nceden sogutulmus raflara triinlerin
yiiklenmesi seklinde olan hizli dondurmaya alter-
natif yoktur. Tarihsel olarak sivi nitrojen i¢inde ani
dondurma mevcut iiretim hacimlerinde ne giivenli
ne de pratiktir ki siklikla yiiksek oranda ampullerin
kirilmas1 ve kristalizasyon problemleri ile sonug-
lanmaktadir. Adjuvant siispansiyonlar veya hiicre-
sel komponent i¢eren materyaller de ayrica donmus
fazi tamamlamak i¢in gecen zamani ve sedimentas-
yon olasiligin1 minimize etmek i¢in dnceden sogu-
tulmus raflara yiiklenirler. Hiicresel ve viral yapila-
rin hizli dondurulmasi, daha kiigiik kristal olusumu
ile muhtemel kayiplarin asgariye indirebilmektedir
[18].

Kiigiik buz kristal olusumu, 6zelikle canli asi-
larin kurutulmasinda tercih edilebilir bir yol olarak
disiiniilebilir. Hizli sogutma ile kiiciik buz kris-
talleri elde edilebilir fakat biiyiilk buz kristallerin
sekillendigi yavas kurutmaya kiyasla daha uzun
kurutma stiresi ihtiyact dogar [3,7,29]. Ciinkii hiz-
It sogutmanin aksine yavas sogutma ile kurutma
prosesi boyunca {iriin matriksi i¢cinde buhar ¢iki-
sin1 daha az kisitlayan kanallar olusur. [10]. Lakin
biiylik buz kristallerin, as1 iirlinii i¢erigindeki canli
organizmalara verecegi zarar, liyofilizasyon kaybini
yiikselterek iiriin kalitesini ve stabilitesini olumsuz
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yonde etkileyebilecektir. Bu nedenle hizli sogutma
ile mikroskobik yapilarin korunmast agisindan sag-
lanan fayda unutulmamalidir [17,10]. Ayrica don-
durma, dolum hacmi ile de iliskilidir. Zira, daha
biiylik dolum hacmini barindiran viallerin donmast
icin daha uzun siire gerekir [29,31].

Biyolojik canli iiriinlerin liyofilizasyonunda,
buz kristallerinin kii¢lik oldugu, ani dondurma ola-
rak anilan hizli dondurma yonteminin tercih edil-
mesi prosesin daha basarili sonu¢lanmasina destek
verebilecektir. Genel olarak 0.5 C°dk bir sicaklik
disiisii yavas dondurmayi, 1 C°/dk’lik oran ise orta
hizda dondurmay1 tanimlamaktadir [7,31]. Dondur-
ma prosesinin, regeteye dokiilmesinde {iriine ait kri-
tik sicakliklar1 temsil eden Teu (6tektik sicaklik), Tc
(kollaps sicakligi) ve Tg (cam gecis sicakligi)’nin
g6z oniinde bulundurulmasi ¢ok onemlidir [7,31].
Dondurma asamasi, uygun sogutma hizi, uygun de-
rin sogutma sicakligi ve yeterli donma siiresi gibi
anahtar parametreler takip edilirse basarili sonuglar
saglayabilir.

Birincil Kurutma

Birincil kurutma basamagi, prosesi olusturan 3 ba-
samak arasinda en uzun siiren basamaktir [10,22].
Bu basamakta, cihaz haznesi igindeki basing diisii-
rliliir ve dondurma basamaginda olusan buz kristal-
lerinin sublimasyonunu baslatmak adina 1s1 uygu-
lanir [7,22]. Cihaz haznesi i¢indeki basing vakum
pompast araciligryla distrtliir [17,10]. Vakum
uygulamasi, donmus kiitleden su buharinin serbest
gbcline izin verir. Sublimasyon devam ederken,
donmus kiitle, kek tipi bir yapiya doniisiir [7]. S6z
konusu sublimasyon, donmus sivinin, sivi faza do-
niismeden direkt olarak gaz asamasina gegisi ola-
rak agiklanabilir [3,10,17]. Birincil kurutma sonrasi
ikincil kurutmada sicakligin yiikseltilmesiyle, eger
donmus kisim {irtinden uzaklagtirilmamisgsa bu du-
rum erime ile sonuglanabilir. Bu yiizden birincil
kurutmanin sona erecegi noktanin belirlenmesi ¢ok
onemlidir [10,17].

Birincil kurutmanin temel ideolojilerinden biri,
ilk olarak optimum iiriin hedef sicaklig1 belirlemek
(Tp), akabinde {iirtinii hizlica Tp degerine getirmek
ve nihayetinde bu sicaklik degerinde iirtinii birincil
kurutma boyunca bekletmektir [7,31]. Bu nedenle
birincil kurutma boyunca sicakligin kritik proses si-
caklik degerlerinin altinda olmak kaydiyla olabildi-

gince yiiksek tutulmasi geregi tavsiye edilmektedir.
S6z konusu kritik proses sicakliklart amorf {iriinler
icin Tc veya Tg ve kristalin yapilar i¢cin Teu erime
noktasidir [10,17]. Birincil kurutma boyunca {iriin
sicakliklar1 genel olarak -35 ile -20 C° arasinda bu-
lunabilmektedir. Uriin matriksi i¢indeki bagl su,
birincil kurutmadaki basing degerleri kullanilarak
fakat sicaklik daha da fazla yiikseltilerek uzaklas-
tirtlir [19].

Tiim formulasyonlarin, proses defektlerini 6n-
lemek adina, komple bir solidifikasyon igin daha
disiik sicaklikta sogutuldugu ve birincil kurutma
boyunca ayni diisiik sicakligin stirdiiriildiigi bir kri-
tik sicakligr bulunmaktadir. Tc sicakligl, materyalin
yumusayarak yapisini destekleyemedigi noktadaki
sicaklik degeridir. Teu, soliit materyalin eridigi ve
solvent uzaklastiktan sonra herhangi bir yapinin
olugmasinin engellendigi sicaklik degeridir. Tg ise
donmus materyalin kirilgan yapidan esnek bir yapi-
ya donlistiigl sicaklik degeridir [27].

Kabul edilir gériiniimde kurumus {iriin elde et-
mek i¢in {irlin sicakligi her zaman, Tc’ den birkag
derece diisiik olmalidir. Uriin sicakligi ile kollaps
sicaklig1 arasindaki fark, sicakligin giivenlik mar-
jini olarak tanimlanir. Daha yiiksek {irtin sicaklig:
daha hizli bir proses saglayabilir zira iiriin sicak-
ligindaki her 1 C° artis birincil kurutma stiresinde
yaklasik %13” liik siire diistisli sagladigi belirtilmig-
tir [10,12,31]. Bu agidan ¢ok diisiik iiriin sicakliklar1
ve bununla iligkili diigiik buz buhari basing degerle-
ri ¢ok uzun siiren birincil kurutmalar ile sonuglanir
[10]. Uriin sicakhigi Tc degerine ¢ok yakin olursa
kollaps riski de yiiksek olur [7,31]. Zira {iriin sicak-
ligindaki, kritik formulasyon sicakliginin iizerinde
bir artig cogunlukla iiriin kek yapisinin kaybr ile so-
nuglanir [10]. Bu acidan, kristalize edice ajanlarin
veya yiiksek Tg degerine sahip desktran veya siklo-
dekstrin gibi amorf yapida katkilarin ilavesi ile s6z
konusu kritik sicakliklarm yiikseltilmesi miimkiin
olabilir [4,10,17,].

Birincil kurutma boyunca kontrol edilebilir
sadece iki tane proses parametresi bulunmaktadir:
cember basinci ve raf sicakligi [3,7,22,25]. Cember
basinc, triin sicakligindaki buzun buhar basincin-
dan asagida olmalidir. Bu sayede sublimasyon ile
buz, tirtinden kondensere transfer olur ve kondenser
plakalarinda kristalize olabilir [7,10]. Liyofilizas-
yon haznesinde ¢ok yiiksek basing olmasi, subli-
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masyon ara yiizeyi ile hazne arasindaki basing gra-
diyentini diisiirerek ve buna bagli sublimasyonun
devami saglayan itici gilicii azaltarak sublimasyon
oranini azaltabilir. Eger hazne basinci, sublimas-
yon ara ylizeyindeki buzun buhar basincini geger-
se, kiitle transferi gerceklesemez [10,17,]. En diisiik
cember basinci degeri en hizli buz sublimasyonunu
saglayabilir fakat ¢ok diisiik cember basinci deger-
leri iirliniin, tipanin ugucu komponentleri ve vakum
pompasi yagi ile kontaminasyonuna neden olabilir.
Ayrica, bu durum, vialler arasinda 1s1 transferi ba-
kimindan daha biiylik heterojeniteler olusturabilir.
Pratikteki cogu uygulamada, cember basinci 50-200
mTorr arasinda degismektedir [31].

Birincil kurutma basamagi i¢in diger onemli
proses parametresi raf sicakligidir. Kurutma bo-
yunca hedef {iriin sicakligin1 koruyacak uygun raf
sicakligimi se¢imi ¢ok 6nemlidir. Birincil kurutma
boyunca raf sicakligi sublimasyona izin verecek
optimumda olmalidir. Eger ¢ok disiikk olursa, Tp
degerindeki buzun buhar basinci ile gember basinci
arasindaki minimum fark dolayisiyla yeterli subli-
masyonu olusmayacaktir. Fakat ¢ok yiiksek olursa
da kondenser sublime su buharini idare edemeye-
cektir [7,31]. Uriinden suyun sublimasyonu igin bir
enerji gerekmektedir ki bu durum iiriinde sogumaya
onciliikk eder. Sublimasyonun devami igin ihtiyag
duyulan enerjinin, raflarin belirlenmis yiiksek bir
sicakliga 1sitilmasiyla saglanmasi gerekmektedir
[10,17].

ikincil Kurutma

Cok bilesenli akodz bir ¢ozelti, buz sublimasyon si-
niria kadar dondurularak kurutuldugunda, donma-
mis rezidiiel suyun geride kalan kati ¢ozeltiden di-
fuzyon, dezorpsiyon ve evoparosyon ile uzaklastir-
dig1 proses ikinci kurutma olarak tanimlanmaktadir
[9]. ikincil kurutma, solut fazdan donmamis suyun
biiylik kismini1 dezorpsiyon ile uzaklastirilmasi i¢in
yiikseltilmis sicakliklarda gergeklestirilir [10,23].
Birincil kurutmanin temel amaci, ¢oziiciiniin, mat-
risten siiblimasyon yoluyla uzaklastirilmas1 olmak-
la birlikte, ikincil kurutmanin temel amaci, {iriiniin
nem igerigini biyolojik aktivitelerin veya kimya-
sal reaksiyonlarin gergeklesemeyecegi seviyelere
diistirmektir. Liyofilizasyon isleminin bu asamasi
aktif bilesenin kinetik saatini yavaglatmak igin bir
arag olarak iglev goriir. Kinetik saatin yavaslamasi,

liyofilize edilmis bir iiriiniin uzun siireli stabilitesi-
ni olusturur. Boylece 4-8 C° ‘de kisa siire saklana-
bilen bir as1, ayn1 ortam sicakliginda aylarca veya
yillarca etkinligini koruyarak muhafaza edilebilir
[13]. Birincil kuruma tamamlandiktan sonra kek
iceriginde bulunan su molekiilii miktari, hedeflenen
iiriin stabilitesinin saglanmasi i¢in genellikle ¢ok
yliksek degerde olmaktadir [31]. Bu nedenle, nem
iceriginin kabul edilebilir degerlere diistiriilme-
si, ikincil kurutma igleminin baslica islevidir [13].
Tiim donmus su molekiilleri siiblimlestikten sonra
ortamda yalnizca bagli su kalir. Bagl su kat1 mat-
riksin i¢ine hapsolmustur ve uzaklastirilmasi uzun
stirebilir [20]. Bagl su iiriinden absorbe edildigin-
den bu islem “Izotermal Desorpsiyon” olarak adlan-
dirilir. Diisiik raf sicakligi ve orta seviyede vaku-
mun kullanildig1 birincil kurutma isleminin aksine,
ikincil kurutma raf sicaklig ytikseltilerek ve hazne
basicit minimuma indirilerek gergeklestirilir. Fakat
raf sicakliginin yiikseltilmesi adim adim yapilmali-
dir, ciinkii ikincil kuruma sirasinda yliksek proses
sicakligimin kullanilmast protein polimerizasyonu
veya biyodegradasyona neden olabilir [10]. Ayrica
kollapsa ugramus tiriin daha diisiik bir ytizel alanina
sahiptir ve buna bagl olarak daha yavas bir ikincil
kurutma olusur ki bu durum yiiksek rezidiiel su ve
rekonstitusyon zamaninda artis ile sonuglanir [23].

Ikincil kurutma esnasinda numunenin ¢ékmesi
genellikle birincil kurutmada ¢okme olasiligindan
daha az olmasina ragmen, numunenin o fazdaki Tg
noktasinin iistiindeki sicakliga maruz birakilmasiy-
la kurutulan matriste kollapslar olabilir [15]. Bu
yiizden, Ikincil kurutma igin raf sicakligi yavasca
artirllmalidir, ¢iinkii hizli bir sicaklik artisi, ikincil
kurutma sirasinda amorf yapidaki iiriindeki yiiksek
rezidiiel nem igeriginden dolay1 kollaps olusmasina
neden olabilir bu nedenle diisiik Tg ikincil kurut-
ma esnasinda tiriinde kollaps olusturma potansiye-
line sahiptir [30]. Kristal iiriinler, ikincil kurutma
sirasinda ¢Okme potansiyeli gdstermediginden,
bu driinler i¢in hizli bir sicaklik artig1 onerilebilir
[31]. Desorpsiyon hizi hazne basing degeri 200 m
Torr’dan (100-150 mTorr) diisiik olana kadar bag-
11 degildir, ancak desorpsiyon hizi iiriin sicakligina
(Tp) karst ¢ok hassastir [7]. Uriinler, suyun emili-
mine izin vermek igin belirli bir siire daha yiiksek
sicaklikta tutulmalidir. Daha uzun bir siire daha dii-
stik sicaklikta bir dongii yerine, daha yiiksek bir raf
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sicakligr dongtistinii daha kisa bir zaman periyodu
icin calistirmak daha iyi bir segenek olarak sunul-
maktadir [31]. Belirli bir sicaklikta desorpsiyon hizi
zamanla azaldigindan, belli bir siire sonra nem igeri-
&i seviyesinde az miktarda degisikliklere neden olur
[21]. Amorf iiriinlerin kurutulmasi, kristal halinde
olan firtinlerden daha zor oldugundan dolay1 bagh
suyun uzaklagtirilmasi i¢in daha yiiksek sicakliklara
ve daha uzun zamanlara ihtiya¢ duyulmaktadir [7].

Ikincil kuruma kosullar1 ayrica ¢dziinen mad-
denin konsantrasyonuna baglidir. Coziinen madde-
nin konsantrasyonu yiiksek oldugunda, kurutulmus
iiriiniin daha kii¢iik spesifik alana sahip olmasi ve
emilen suyun ¢ikarilmasi daha zor hale geldigin-
den, ikincil kurutma daha uzun zamanda veya daha
yiiksek sicaklikta gerceklesir [7,31]. Kurutmanin
durumunu ortaya koymak i¢in, birincil kurutmanin
sonunda ve ikincil kurutmanin basinda kurutucu
hazneden numune alici bir sistem ile ornekler ali-
narak rezidiiel nem ylizdesi gravimetrik olarak veya
Karl Fischer analizi yapilmaktadir [23].

Donmusg iiriiniin kurutulmasini birgok faktor
etkilemektedir. Bu faktorler bagimsiz olarak deger-
lendirilebilecegi gibi birbirleri ile etkilesim iginde
olduklar1 dinamik bir sistemi olusturduklari unu-
tulmamalidir. Bu nedenle ancak faktorler arasinda
hassas bir denge kurulmus kurutma receteleri ile
uygun {irlin elde edilebilir [3]. Basarili liyofilizas-
yon prosesleri, tiriindeki kaybi azaltarak ve stabili-
teyi arttirarak as1 liretim faaliyetlerinin verimligini
yiikseltebilir. Liyofilizasyon prosesinde hedeflenen
basariya ulagmak i¢in, birbirleri ile etkilesim iginde
olan basamaklar arasinda gegisin uyum icinde ol-
mast gerekmektedir. S0z konusu gerekliliklerin ye-
rine getirilmesi ancak prosesin anlasilmasi ve dogru
bicimde uygulanmasi ile miimkiindiir.
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