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Brucella abortus S-19 Asisinin Liyofilizasyon Oncesi Farkh Liyoprotektanlar
ile Kritik Formiilasyon Sicakliklarinin Arastirilmasi
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Ozet: Bu calismada, Brucella abortus S19 as1 susu ile liyoprotektan karisimlarinin termal analizi yapilarak kritik formii-
lasyon sicakliklarinin belirlenmesi, karsilagtirmali sonuglar ile liyofilizasyon optimizasyonu igin istifade edilebilecek
bilgilere ulagilmasi amaglanmistir. S19 agisi ile 3 farkli liyoprotektan (mannitol, sukroz, trehaloz) 3 farkli konsantras-
yonda (%5, %10, %15) kullanilarak 9 farkli formiilasyonun analizi termal goriintiileme cihazi olan dondurarak kurutma
mikroskopu (FDM) ve Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ile elektriksel direng (Zsin) analizini saglayan termal analiz
cihazi ile yapilmistir. Termal analiz ve goériintiileme cihazlarin kullanimiyla elde edilen kritik formiilasyon sicakliklart
ile liyoprotektan tercihi ve konsantrasyonu arasindaki iliski arastirilmistir. As1 yart mamulii ile liyoprotektantan olugan
formulasyon igeriginde liyoprotektan degistirildiginde formulasyonun kritik sicaklik degerinde de kayda deger farklar,
gozlenmistir. Her liyoprotektanin farkli konsantrasyonda kullaniminda ise kurutma prosesinin yeni bastan dizayn edil-
mesini gerektiren farklar tespit edilmemistir. Sonug olarak ¢alisma sonucunda elde edilen bulgularin gelecek ¢aligmalar
icin olusturulmus temel bir regete iizerinden protektan madde konsantrasyonunun arttirtlarak yapilacak liyofilizasyon
proseslerinin yiiriitiilmesi ile verim ve stabilitenin arttirilabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: B. abortus S-19, Liyofilizasyon, Liyoprotektan, Termal Analiz.

Investigating the Critical Formulation Temperatures of Brucella Abortus S-19 Vaccine With
Different Liyoprotectants Prior to Liyophilisation

Abstract: The aim of this study is to determine the critical temperatures of formulations composed of Brucella abortus
S19 vaccine strain and liyoprotectants. It also attempts to obtain the necessary information that may be beneficial for
the optimization of liyophilisation process by the help of comparative results among formulations. Thermal analysis of
9 different formulations consisting of S19 strain and each of 3 lyoprotectants (mannitol, sucrose, trehalose) at 3 differ-
ent concentrations (5%, 10%,15%) was carried out by freeze drying microscopy (FDM), differential thermal analysis
(DTA),and electrical impedance (Zsin) analysis. Correlations between liyoprotectant choice and liyoprotectant con-
centration were investigated by the help of critical formulation temperatures obtained through thermal analysis and
screening instruments. Significant differences in the critical temperature of vaccine with liyoprotectant formulation were
observed when a different liyoprotectant was used. However, differences that require the redesign of the whole drying
process were not observed at the different concentrations of the same liyoprotectant. In conclusion, in the guide of a
baseline recipe, evaluation of the liyophilisation process carried out through increasing the amount of liyoprotectant can
be recommended to increase stability and performance.

Key words: B. abortus S-19, Liyophilisation, Liyoprotectant, Thermal Analysis.
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Giris

Liyofilizasyon, endiistrinin ve bilimin farkli dalla-
rinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyolojik ma-
teryallerin preservasyonundaki kullanimi da kayda
deger seviyededir. Bu baglamda liyofilizasyon,
ozellikle liyofilize formdaki zayiflatilmis asilarin
iiretim zincirinde 6nemli bir basamagi olugturmak-
tadir. Liyofilizasyon basamaklarinin, liyofilize edi-
lecek {irlintin formiilasyon ozelliklerine goére olus-

turulmasi, tiretim zincirindeki diger basamaklar ile
ayni1 seviyede 6nem tagimaktadir. Bir liyofilizasyon
dongiistiniin olusturulmasinda birincil ve en 6nem-
li basamak formiilasyonun karakterize edilmesidir
[11]. Formiilasyonlarin, prosese bagli iiriin kusurla-
rin1 onlemek adina sogutuldugu ve birincil kurutma
stiresince ayni diisiik sicaklik derecesinin korundu-
gu kritik bir sicaklig1 bulunmaktadir [22]. S6z konu-
su kritik sicakliklar amorf iiriinler i¢in kollaps-¢ok-
me sicakligi (Tc) veya cam gegis sicakligi (Tg’) ve

Yazisma adresi / Correspondence: Dr: Ogr. Uyesi Mustafa Sencer Karagiil, (ORCID: 0000-0001-7215-5229), Kocaeli Univ.

Kartepe At¢ilik MYO Kocaeli

E-posta: msencerk@hotmail.com



52 Karagiil NS ve Eroglu B. Brucella abortus S-19 Asisinin Liyofilizasyon Oncesi Farkli Liyoprotektanlar ile Termal Analizi

kristalin yapilar i¢in 6tektik (Teu) erime noktasidir
[8,12]. Tc degeri materyalin yumusayarak yapisini
koruyamadig: sicaklik noktasidir. Cozlinen mater-
yalin eridigi ve ¢oziicii ayrildiktan sonra herhangi
bir yapinin olusamadigi sicaklik noktasi da “Teu”
olarak tanimlanmaktadir. “Tg” ise donmug materya-
lin kirilgan formu yitirip esneklik kazandig1 sicak-
lik degeridir [22]. Formiilasyonlarin kritik sicaklik
degerleri, liriine ait hassas 6zellikler arasinda temel
noktada bulunmaktadir.

Liyofilize bir formiilasyon ¢ok farkli yardime1
maddeler igerebilmektedir [26]. Liyofilizasyonda
tercih edilen liyoprotektan gibi bazi yardime1 mad-
delerin hem dondurma hem de kurutma basamakla-
rinda stabilizasyon sagladiklari paylasilmistir [17].
Liyoprotektan gibi ara maddeler, kimyasal olarak
hassas biyoaktif bilesenler i¢in koruma saglaya-
bilmektedirler [7]. Trehaloz, sukroz ve maltoz gibi
dissakaridlerin, dondurma ve kurutmada stabili-
zasyon saglayabildikleri bildirilmistir [17]. Sukroz
gibi sakkaridler genellikle suyun uzaklagsmasindan
kaynakli denatiirasyona kars1 protein konformasyo-
nunu korumak icin kullanilmaktadir. Dissakkarid
ajanlar haricinde mannitol ise hacim arttirici olarak
formiilasyonlarda siklikla kullanilmaktadir [11,23].
Mannitol ayrica sahip oldugu yiiksek Teu degeri ile
birincil kurutmanin kolay ve hizli olmasimni sagla-
maktadir [26]. Hacim arttiric1 ajanlar, toplam kati
icerigini arttirarak mekanik olarak daha direngli bir
iriin dolgusu olusturmak igin kullanilmaktadir [8].
Prosesin birinci basamagi olan dondurmanin kont-
rolii iiriin kalitesi ve prosesi optimize etmek adina
son derece onemlidir [13]. Bu bakimdan dondurma
prosesinin, regeteye dokiilmesinde {irline ait kritik
sicakliklar temsil eden Teu, Tc ve Tg’ degerlerinin
g6z oniinde bulundurulmasi ¢ok dnemlidir [6]. S6z
konusu kritik formiilasyon sicakliklari, tercih edilen
yardimc1 ajanlara gore farklilik gosterebilmekte-
dir. Liyofilizasyon dongiisiinii tam olarak optimi-
ze etmek i¢in en 6nemli yol, sublimasyon devam
ederken formiilasyonun iiriin sicakligini “kritik si-
cakligina” yakin fakat agmayacak seviyede kontrol
etmektir. Bu amagla yardimci maddelerin ve final
formiilasyonun termal davranisini belirlemek i¢in
cesitli yontemler kullanilmaktadir. En sik kullani-
lan teknikler FDM ile DTA ve/veya Zsin analizle-
ridir [18]. Formiilasyonun fiziko-kimyasal halin-
den kaynakli olarak prosesin uygulama sicaklifi,

asilmamasi gereken maksimum miisaade edilebilir
iiriin sicakligr ile sinirlidir. Bu sicaklik, “kritik for-
miilasyon sicaklig1” olarak tanimlanmaktadir [15].
Dondurarak kurutma prosesi i¢in kurutulacak for-
miilasyonlarin kritik parametrelere gore analiz edil-
mesi gereklidir. Tc degeri siklikla FDM ile tespit
edilmektedir [9,10]. Bu amagcla degisken sicaklik
ve vakum altinda kurumakta olan {irline ait numu-
nenin gozlemlenmesine izin veren FDM cihazi ile
kritik formiilasyon sicakliklar belirlenebilmektedir
[8]. Tg’ analizi i¢in kullanilan DTA ise, bir 6rnegin
ve bir referansin (genellikle 6rnegi hazirlamak i¢in
kullanilan su ile ayn1 standartta) birebir ayni kosul-
larda soguma ve 1sinmasini igeren, bu esnada {iriin
ve referanstaki sicaklik degisimlerini goézlemleye-
rek bu gozlemi sicaklik veya zaman islevi iginde
grafiklendiren bir teknik olarak tanimlanmaktadir
[27]. DTA analiz cihazi, DTA ve Zsin analiz kabi-
liyetini beraber tasimaktadir [21].Termal analiz ve
goriintliileme cihazlarinin etkin seviyede kullanimi
proses gelistirilmesinde ve arastirma-gelistirme
calismalarinda zaman tasarrufu ve maliyet distisii
saglayabilecektir.

Liyofilizasyon genellikle zaman alic1 bir pro-
sestir ve Ozellikle optimum dongili kosullar tasar-
lanmadig1 zaman gereksiz yere daha uzun birincil
kurutma stirelerine ihtiya¢ duyulmakta ve dolayi-
styla daha masrafli bir isleme doniisebilmektedir
[12,18]. Uygun liyofilizasyon recetesinin olusturul-
mas1 ve sonraki basamaklara devam edilmesi for-
miilasyonun kritik sicaklik parametrelerindeki ge-
rekliliklere riayet edilmesine baglidir. Bu bakimdan
liyofilizasyon iglemine baglamadan 6nce dondurma
ve kurutma basamaklar tasarlanirken kesinlikle
prosese maruz kalacak iiriin 6zellikleri ve solut-sol-
vent muhteviyati ile konsantrasyonu goz Oniinde
bulundurulmalidir.

Zoonoz bir hastalik olan bruselloz, sigirlarda
yavru atmaya yol agarak ekonomik kayiplara neden
olmakta, hayvan ve toplum sagligi i¢in de risk olus-
turmaktadir. Bu ¢alismanin amaci sigir brusellozuna
kars1 kontrol ve eradikasyon ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilan S19 asisina ait kritik formiilasyon
sicakliklarin1 farkli liyoprotektanlar kullanilarak
belirlemektir. Elde edilen veriler, S19 asis1 i¢gin li-
yobilizasyon kaybimi azaltan ve stabiliteyi artiran
uygun liyofilizasyon regetelerinin kurgulanmasi
icin basamak olusturmaktadir.
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Materyal ve Metod

Kullanilan as1 susu ve liyoprotektanlar: Bu calis-
mada, B. abortus S19 as1 susu ve 3 farkli liyopro-
tektan kullanilmigtir. S-19 as1 susu {iretimi Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii Brusella Referans ve
As1 Uretim Laboratuvarinda S-19 ana tohum su-
sundan (ATS-PVKEA-13-04) yapilmistir. Sukroz
(Cas No: 57-50-1), Trehaloz (Cas No: 6138-23-4)
ve Mannitol (Cas No0:69-65-8) her biri %5, %10 ve
%15’lik konsantrasyonda kullanilmustir.

Kullanilan Termal Analiz ve Goriintiileme
Cihazlar1 (FDM, DTA): Termal goriintiileme ve
analiz icin FDM ve DTA cihazlar1 kullanilmistir.

B. abortus S-19 as1 yar1 mamulii ile liyoprotek-
tanlarin birlestirilmesi: Ana tohum susundan pa-
sajlanan calisma tohum susu ile biyoreaktdrde asi
susu dretimi yapilmigtir. Biyoreaktdrde {iretilen
S-19 ast yart mamuliiniin konsantrasyon islemi
sonrasl, seyreltme yontemiyle canlilik sayimi yapi-
larak, yart mamuliin bakteri yiikii 1410x10° kob/ml
olarak tespit edilmistir [2]. Uretim sonrasi canlilik
sayimi ile bakteri yiikii (kob/ml) belirlenmis olan
yart mamul ag1 iirlinii her bir liyoprotektanin farkl
konsantrasyonlari ile seyreltilerek final yart mamul
ag1 Urtini olusturulmustur. Her bir konsantrasyon-
daki liyoprotektanlar ile ag1 bulk iiriinii, 9,4 kat su-
landirilarak, formiilasyonun S-19 sus yiikt 150x10°
kob/ml olarak diizenlenmistir.

Kritik formiilasyon sicakhiklarimin tespit edil-
mesi (FDM, DTA, Zsin): FDM ile numunelerin
calismast sirasinda, 16-20 mm c¢apinda ince bir
cam slayt dondurarak kurutma asamasimin gergek-
lesecegi giimiis blok iizerine yerlestirildi. Ornek
cozeltinin yaklagik 2 pl’si her deney sirasinda bu
cam slayt tizerine konulup, daha ince ve daha kii-
¢lik (10-13 mm) bir cam slayt, numune damlacigi-
nin {istiine yerlestirildi [16]. Numunenin analizi i¢in
cihaza bagl bilgisayarda tanimlanmig bir sicaklik
profili secildi. Bu profile gore 20 °C/dk’lik sogut-
ma ivmesi ile Urlin -40 °C’ye ulastirildi. Bu sicaklik
noktasina ulagana kadar 60 saniye araliklarla ciha-
zin kamerasi ile drnek goriintiisiiniin resmi g¢ekildi.
Ardindan vakum pompasi devreye alindi.Numune,
¢okme noktasi boyunca bir 1°C/dk diisiis hiz1 kul-
lanilarak 1sitilmis ve bu siire boyunca siiblimasyon
ara yiizeyindeki yap1 kayiplarinin durumu (bosluk-
lar, delikler, gatlaklar, vb.) incelenerek kollaps si-

caklig1 belirlenmistir [16]. Isitma asamasinda her 5
saniyede bir otomatik olarak mikroskoptaki goriin-
tiiniin resmi ¢ekilerek, tirtindeki termal degisim kisa
zaman araliginda ¢ekilen resimlerin gozlemlenmesi
ile degerlendirilmistir.

Zsin ve DTA analizinde, referans ve numune-
nin sicakliga karst hem soliisyon impedanst hem
de soliisyon donarken, erirken veya yumusarken ki
ekzotermik ve endotermik degisiklikler DTA anali-
zi ile grafiklendirilir [3]. Zsin ve DTA analizi, her
bir numune (3ml) iizerinde ayn1 anda gergeklestiril-
mistir. Ornek ve referans malzeme paslanmaz celik
ornek hiicrelerine konularak, cihaza ait sivi nitro-
jen tanki ile 100 °C’nin altina sogutulmus ve ardin-
dan 6rnek tasiyici hiicreler tanktan yukar1 alinarak
1sitma islemi baslatilmistir ve tiim problar 0°C’nin
tizerini gosterene kadar ornekler 1sitilmistir. Her bir
ornek hiicresinde yer alan problar sayesinde termal
degisikliklere ve iyonik hareketliligin artmasina
bagl olarak, soliisyonlarda meydana gelen dnemli
olaylarin sicakliklarinin belirlenmesi, 1sinma pro-
filinin yorumlanmasi ve ¢izilmesi i¢in ham veriler
dogrudan excel dosyasina aktarilmistir [3].

Bulgular

Calisma i¢in secilen liyoprotektanlarin ve as1 yari
mamul iriini ile liyoprotektan birlesimi olan for-
miilasyon numunelerinin 3 tekrarli olarak yapilan
analizlerin ortalama sonuclar1 Tablo-1’de listelen-
mektedir.

As1 yart mamulii ilavesi Oncesi yapilan ana-
lizlerde farkli konsantrasyonlardaki salt sukroz,
trehaloz ve mannitol soliisyonlar1 arasinda FDM ci-
hazinda kollaps sicaklig1 olarak elde edilen sicaklik
dereceleri arasinda sirastyla en yiiksek 1,1; 0,5 ve
0,2°C fark olan, birbirine ¢ok yakin sicaklik nokta-
lar1 tespit edilmistir. Ayni numunelerin DTA ve Zsin
analiz sonuglart FDM de tespit edilenlerden daha
diisiik sicaklik noktalari olmustur. Farkli konsant-
rasyonlardaki salt sukroz solusyonlarina ait DTA ve
Zsin analiz sonuglarinin kendi arasindaki en biiytik
fark ise sirasiyla 4,62 ve 2,71°C olarak bulunmus-
tur. Bu sicaklik farki trehaloz 6rnekleri igin sirasty-
la 1,58 ve 1,53 olarak mannitol 6rnekleri i¢in 1,14
ve 0,67°C olarak belirlenmistir. Mannitoliin, Zsin
ve DTA analizi sonucu elde edilen kritik sicaklik-
lar Grafik-1’de yer almaktadir. Sukroz ve trehaloza
gore daha yiiksek sicaklik noktalar1 tespit edilmistir.
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Tablo-1: Numunelerin FDM, Zsin ve DTA analizlerinde
elde edilen kritik formiilasyon sicakliklari.

Numune FDM (°C) Zsin (°C) DTA (°C)
Sucrose%5 -32,1 -37,22 -36,64
Sucrose%10 -31,1 -34,51 -37,72
Sucrose%15 -30,9 -36,88 -33,10
Sucrose%5 + S19 -30,96 - -31,4
Sucrose%10 + S19 -31,73 - -33,6
Sucrose%15 + S19 -30,75 - -35.21
Trehalose%5 -27,27 -36,97 -32,33
Trehalose%10 -28 -38,5 -32,43
Trehalose%15 -27,5 -38,2 -30,85
Trehalose%5 + S19 -28,23 - -32
Trehalose%10 + S19 -27,40 - -33,25
Trehalose%]15 + S19 -26,53 - -31,73
Mannitol%5 -1,6 -3,35 -3,42
Mannitol%10 -1,4 -2,68 -4,13
Mannitol%15 -1,5 -2,98 -4,56
Mannitol%5 + S19 -5 - -6,9
Mannitol%10 + S19 -4,5 - -6,32
Mannitol%15 + S19 -2,8 - -6,43

As1 yart mamulil ilavesi sonrasi yapilan ana-
lizlerde as1 iiriinii ile beraber farkli konsantrasyon-
larda sukroz, trehaloz ve mannitol igeren formiilas-
yonlarin kendileri arasinda konsantrasyon farkina

bagli FDM cihazinda kollaps sicakligi olarak elde
edilen sicaklik degerleri arasinda sirasiyla en yiik-
sek 0,98, 1,7 ve 2,2°C fark olan, birbirine ¢cok yakin
sicaklik noktalari tespit edilmistir. Resim-1’de %15
Sukroz+S19 as1 formiilasyonunda meydana gelen
kollaps, FDM cihazinda -30°C’de rahatlikla g6z-
lenmektedir.

Ayni1 drneklerin DTA analiz sonuglar1 FDM de
tespit edilenlerden daha diisiik sicaklik noktalar
olmustur. Formiilasyon 6rneklerinin Zsin egrileri
degerlendirilmemistir. Farkli konsantrasyonlardaki
sukroz solusyonlar1 ve as1 iiriinii ile beraber hazir-
lanmis formiilasyon 6rneklerine ait DTA analiz so-
nuglar1 arasindaki en biiyiik fark ise 3,81°C olarak
bulunmustur. Bu sicaklik farki trehalozun yer aldi-
&1 formiilasyon 6rnekleri igin 1,53 olarak mannitol
icin ise 0,58 olarak belirlenmistir. S19 as1 susu ile
sukroz, trehaloz, mannitol soliisyonlarindan hazir-
lanan formiilasyon numunelerinin FDM ile DTA
analizleri arasindaki en biiylik sicaklik farklari sira-
styla 4,46; 5,6 ve 3,68°C olarak gdzlenmistir.

As1 liriinii ile birlestirilmemis liyoprotektan so-
liisyonlarmin FDM, DTA ve Zsin analizlerinde ve
ag1 Urlinii ile liyoprotektan karigimi saglanmis for-
miilasyon 6rneklerininin FDM ve DTA analizlerin-
de konsantrasyon artisina baglh kritik sicakliklarda
cok biiyiik degisimlerin olmadig1 gozlenmistir.
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Grafik 1. %15 Mannitole ait DTA ve Zsin analiz sonuglart.
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Resim 1. %15 Sukroz + S19 as1 formiilasyonu i¢in kol-
laps alan1 (-30 C°).

Tartisma ve Sonug¢

Liyofilizasyonda kullanilan yardimer maddelerin
kristalizasyon davranislarini yansitan Tc ve Tg’
degeri liyofilizasyon prosesinin gelistirilmesinde
dikkate alinan énemli fizikokimyasal karakterlerdir
[10]. FDM goriintiileme sonuglar1 degerlendirildi-
ginde, as1 yart mamulii ve farkli konsantrasyonlar-
daki yardimci ajanlar ile standart bir dilusyon ora-
nma gore hazirlanmig formiilasyonlarda kollapsin
veya erimenin gozlendigi sicakliklar arasinda major
farkliliklar gdzlenmemistir. Sukroz i¢in farkli galis-
malarda Tc degeri -32°C [8,19] ve Tg’ -28°C [4,14]
olarak belirtilmektedir. Trehaloz i¢in -28°C [13] ve
-30°C [18] Tg’ ve -29°C ise Tc [1] degeri olarak
paylasilmistir. Mannitol ise -3°C olan daha yiiksek
bir Teu degerine sahiptir [24]. Paylasilan bu sicaklik
degerleri ile FDM analizinden elde edilen sonuglar
karsilagtirildiginda sukroz, trehaloz ve mannitolde
konsantrasyon artigina ragmen sirasiyla en fazla
1,75; 2,47 ve 2°C sicaklik degisimleri gdzlemlen-
mistir. Birincil kurutma siiresince sicakligin kritik
proses sicaklik degerlerini agsmamak iizere azami
seviyede yliksek tutulmasi gerekmektedir. Birincil
kurutmay1 takiben ikincil kurutmada sicakligin
yukseltilmesi, tiriinden donmusg kisim uzaklasma-
diginda erimeye neden olabilir. Birincil kurutmanin
bitis sicaklik noktasinin tayini bu agidan ¢ok biiyiik
onem tasir [8]. Bu acgidan tespit edilen sicakliklar
birinci kurutmada optimum hedef sicakliginin belir-
lenmesinde saglayacaklar1 yardimdan otiiri kayda
deger sonuglardir.

FDM sonuglar1 goriintiileme cihazinda elde
edilen resimlerin degerlendirilmesi sonucu kayit
edilmistir. Boylece FDM de tespit edilen Tc sicak-
ligimin baglangic veya tam kollaps isaret edebildi-

§i paylasilmistir. Aynt zamanda FDM cihazinin
baslangi¢ kollapsiin belirlenmesinin subjektif bir
degerlendirme temeline dayanmakta oldugu belir-
tilmistir [10]. Bizim yaptigimiz analizlerde gozlem
kriteri olarak kollaps hattinda g6z ile rahatlikla se-
cilebilen baslangi¢ noktalarini temel aldik. Bu so-
nuglar recete olusturulmasinda sadece kollaps ve
erime sicakliklar1 temel alindiginda yardimci mad-
de konsantrasyon artisina bagli major varyasyonlar
icermeyen sicaklik araliklarmin kullanilabilecegi
gostermektedir. Gorsel olarak bir kollapst gozlem-
leme olasiliginin mikroskobun 151k kaynagi ve po-
larizasyon filtresi ile sinirli oldugu da unutulmama-
Iidir [15].

As1 yart mamulii ile yardimer madde formiilas-
yonlarinda DTA egrilerinde goriilen pik noktalar
farkli konsantrasyonlarda dahil olmak tizere FDM
cihazinda tespit edilen kollaps sicakliklarindan daha
diisiik sicakliklari isaret etmektedir. DTA analizinde
gozlemlenen ekzotermik pikler donmus materyal
icinde stabilizasyon ve yeniden diizenlemeyi gos-
termektedir [3]. Bir diger ¢alismada benzer olarak
iriin Tc degeri -18,6; -17,4 olarak tespit edilmisken
DTA cihazi ile aymi iiriin i¢in impedens analizine
gore -25 derecede iirlin formunda bir yumusama
gozlenmisgtir [22]. Ayrica ayni liyoprotektan ve kon-
santrasyon i¢in Tc ile Tg’ ve Teu sicakliklar1 arasin-
daki soz konusu tespit edilen farklar i¢in cihazlar
arasinda ¢alisma prensibi ve sonuglarin degerlendir-
me metodu farkliliginin g6z 6niinde bulundurulma-
s1 tavsiyesi ortaya konulabilmektedir.

Tc ve Tg’, her iki deger de firiin sicakligmin
(Tp) st limitini belirlemeye yardimec1 olmaktadir.
Tc degerleri genellikle 1-3°C Tg’ degerinin iistiin-
de oldugu ve Tc degerinin tizerinde bir kurutmanin
makrokollaps ile sonuglanabilecegi belirtilmistir
[10]. Bir baska yayinda ise Tg’ ve Tc ayn1 deney-
sel parametreleri temsil etmedikleri agiklanmis ve
Tc degerlerinin genellikle iliskili Tg® degerlerin-
den 2-5°C daha yiiksek oldugu raporlanmistir [15].
Bizim calismamizda bahsedilen yayin sonuglarin-
daki benzer sicaklik farklar1 gozlemlenmistir. Bu
sicakliklarin as1 yart mamulii ile yardimc1 madde
karisimlarimda devam ediyor olmasi, regete dizay-
m agisindan g6z Onlinde bulundurulmasi faydali
bir bulgudur. Zira gézlemlenen Tc ve Tg’ degerleri
arasindaki korelasyonun yorumlanmasini kolaylas-
tirabilir. Tg degeri i¢in unutulmamasi gereken nokta
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Tg’ nin bir sicaklik araligi oldugu ve tek bir sicaklik
noktast olmadigidir [15].

Dondurarak kurutma uzun siirmesi nedeni ile
oldukc¢a pahali bir proses oldugu i¢in proses geli-
siminde, en uzun siiren birincil kurutma siiresinin
asgariye indirilmesi anahtar rol oynar. Fakat buzun
tamamu lirlinden uzaklagmadan ikincil kurutma asa-
masinda kollaps sicakliginin iizerinde iirlin sicakli-
gindaki artis biiylik olasilikla kollaps veya otektik
erimeye neden olmaktadir [12,20]. Bu agidan B.
abortus S19 agilarinin liyofilizasyonunda, caligma-
mizda tespit edilen kritik sicakliklarinin, géz oniin-
de bulundurularak sicakligin yiikseltilmesi kollaps
veya Otektik erimeyi Onleyebilecegi Ongoriilebil-
mektedir.

Calisma sonucunda FDM cihazi ile Tc ve DTA
ile de Tg’ veya Teu belirlenmistir. Tg’ degerinde
ama Tc’nin altinda kurutma yiiksek konsantrasyon-
daki protein formiilasyonlar1 i¢in kullanilabilmekte-
dir [10]. Sukroz ve trehaloza kiyasla as1 yart mamul
iriinii ile mannitol karigimi i¢in elde ettigimiz daha
yiiksek otektik sicaklik degerleri liyofilizasyon re-
cetesinin olusturulmasi daha genis gilivenli sicak-
lik araliklar1 sunabilecegine isaret edebilmektedir.
Kristalin mannitolun, tek basinda -40°C’de sukroz-
da gerceklesen kollapsi, beraber kullanildiginda
-10°C kuruyan sukroz yapisinda 6nledigi bir rapor-
da paylasilmigtir [23]. Caligmamizda gerek FDM
ile gbzlemlenen Tc ve gerekse DTA ile elde edilen
Tg’ veya Teu degerlerinde konsantrasyon degisikli-
gine bagh yiiksek sicaklik farklar1 gdzlenmemistir.
Benzer bir ¢aligmada da farkli konsantrasyonlar-
daki (%S5, %10, %20) sukroz ve trehaloza ait DSC
(Diferansiyel Taramali Kalorimetri) analizlerinde
belirlenen Tg’ degerinde 1°C’den daha az sicaklik
farkliliklart gozlenmistir [10]. Bu nedenle tercih
edilecek protektan ajanin belirli seviyedeki yiiksek
konsantrasyonlarinin kullanimi halinde bile ¢aligma
numuneleri ve izlenen metoda gore prosesin yakin
kritik sicakliklarda siirdiiriilebilecegi diistiniilmek-
tedir. Bu sayede daha fazla koruyucu ajan ile {irii-
nilin ¢evrelenmesinin saglanabilmesi liyofilizasyon
kaybini azaltan bir avantaj saglayabilecektir. Zira
mevcut uygulamada {iriin giivenligi ve kalitesi adi-
na proses dizayni, liriin sicakligi i¢in 2-5°C’lik bir
giiven aralig ile iliskili olarak belirlenmektedir. Bu
aralik tiretim hacminin yiikseltilmesinde, teknolo-
ji transferinde ve farkli liyofilizator kullaniminda

kiigiik degisikliklere olanak saglamaktadir [17,27].
Liyofilizasyon basindan sonuna kadar baglantili bir
proses olarak yorumladigimizda konsantrasyon arti-
sinin ikinci kurutma i¢in de etkisini degerlendirmek
gerekebilir. Siklikla birincil kurutma sirasinda {irtin-
de kollaps olusma ihtimali ikincil kurutmaya kiyas-
la daha fazladir [5]. Ciinkii birincil kurutma sonrasi
iiriin iceriginde su miktar1 daha diisiik seviyelerde
bulunmaktadir. Fakat ikincil kuruma kosullar ay-
rica ¢oziinen maddenin konsantrasyonuna baglidir.
Cozlinen maddenin konsantrasyonu yiiksek oldu-
gunda, emilen suyun ¢ikarilmasi daha zor hale gel-
diginden, ikincil kurutma daha uzun zamanda veya
daha ytiksek sicaklikta gerceklesir [6]. Bu nedenle
protektan ajanin daha konsantre halde kullanilmasi
dolayli olarak iiriin-protektan formiilasyonun kati
madde icerigini yiikseltecegi icin liyofilizasyon
prosesi verimliligini ve siirdiiriilebilirligini olumsuz
yonde etkileyebilir.

Dondururak kurutma prosesinde 6lii veya canli
organizmalar, enzimler, hormonlar, organ ekstrakti
gibi materyaller, hassas biyolojik materyaller olarak
kabul edilmistir. Kurutmada zorluklara neden olan
preperasyonlara ornek olarak da agilar gosterilmistir
[25]. Bu agidan ¢alismamizda elde edilen sonuglar,
Brucella abortus S19 as1 susu temel alinarak liyo-
filize asilarin regete optimizasyonu i¢in daha genis
giivenli kurutma sicaklik araligimi saglayacak li-
yoprotektanin se¢imi ve bu ajanin konsantrasyonu-
nun belirlenmesi yoniinde temel bir basamak olus-
turmustur.
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