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Ozet

Bir maddenin kinetik saatinin yavaslatildig: liyofilizasyon siireci, her madde veya ¢ozelti i¢in
6zel olmaktadir. Her maddenin kendisine o6zel bazi onemli hal degisim sicaklilari
bulunmaktadir. Otektik nokta (Teu), camsi gegis sicakligi (Tg) ve ¢dkme sicakhigmin (Tc)
belirlenmesi maddenin tanimlanabilmesi ve kaliteli kuruma igin recete hazirlanmasinda
gerekli olmaktadir. Mannitol ve farkli mineral tuzlarini igeren ¢6zeltilerin kurutma regetelerini
olusturmak i¢in gerekli olan kritik sicaklik degerlerini belirlenmesi bu ¢aligmanin amacini
olugturmaktadir. Bu amagla demir, potasyum, magnezyum ve sodyum tuzlarini igeren
mannitol ¢ozeltilerinin kritik formiilasyon sicakliklari, Differansiyel Termal Analiz (DTA)
cihaz1 ve Freeze Dry Mikroskop (FDM) kullanilarak belirlenmistir. Caligmanin sonucunda
mannitoliin Teu ve Tc degerleri yiiksek bulunmustur. Ayrica tuzlarin Teu ve Tc degerlerini
diisiirdiigii sonucuna varilmigtir. Mannitol i¢in elde edilen Teu ve Tc degerleri liyofilizasyonu
kalitesi agisindan basarili bir sonucu ifade etmektedir. Mannitol ¢6zeltisine eklenen tuzlar ise
primer kurutmanin daha diisiik sicakliklarda bitirilmesini gerektirmektedir. Bu sonug zor ve
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daha masrafli bir primer kurutma prosesini ifade etmektedir.

Determination of Critical Formulation Temperatures of Mannitol Solutions Containing Iron, Potassium, Magnesium and
Sodium Salts by Differential Thermal Analysis (DTA) and Freeze Dry Microscope (FDM)

Abstract

The lyophilization process, in which the kinetic clock of a substance is slowed, is specific for each substance or solution. There are
some important state-change temperatures specific to each substance. It is necessary to determine the collapse temperature (Tc),
eutectic point (Teu) and glass transition (Tg), to prepare a prescription for quality drying and to define the material. The aim of the
study is to determine the critical temperature values required to form drying recipes of solutions containing mannitol and different
mineral salts. For this purpose, critical formulation temperatures of mannitol solutions containing iron, potassium, magnesium and
sodium salts were determined using Differential Thermal Analysis (DTA) device and Freeze Dry Microscope (FDM). At the end of
the study, Teu and Tc values of mannitol were found to be high. Also, it was concluded that salts reduce Teu and Tc values. The Teu
and Tc values obtained for mannitol represent a successful result in terms of lyophilization quality. Salts added to the mannitol
solution require primary drying to be completed at lower temperatures. This result represents a difficult and costly primary drying
process.

Keywords: Lyophilization, Mannitol, Mineral Salts

Giris

donma siireci en onemli basamak olarak
goriildiigiinden bir molekiliin nasil dondugu
arastirma konusu olmaktadir (Kasper ve Friess,
2011). Donmus mannitol soliisyonu ¢ogunlukla
kristal yapilidir ve igerisinde bulunan tampon
bilesenlerin (liyoprotektanlar veya proteinler gibi)
varligr mannitol kristallesmesini inhibe veya tesvik
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Modern teknolojinin gelismesi ile birlikte biyolojik
ve kimyasal maddelerin stabil ve canli halde kalmas1
liyofilizasyon teknolojisi ile miimkiin
kilinabilmektedir ~ (Pikal, ~ 2001).  Mannitol
liyofilizasyon prosesinde koruyucu olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir. Liyofilizasyon sirasinda
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edebilmektedir (Lueckel ve ark., 1998). Ozellikle
izotoniklik ajan1 veya stabilizator amagli eklenen
tuzlar, mannitol ve diger yardimci maddelerin
fiziko-kimyasal ozellikleri iizerinde biyiik bir
etkiye sahiptir (Shalaev ve Franks, 1996; Telang ve
ark., 2003). Mannitol liyofilizasyondan sonra
metastabil ~ bir  kristalin ~ hidrat ~ formuna
dontisebilmektedir. Manntioliin hidrat yapisinin
bozulmasi ile yapidan su salimimi gergeklesir ve
nihai tirtiniin nem oran artar. Nem oraninin artisi ise
stabilitenin  bozulmas1 neticesinde iiriiniin raf
omriini azaltir (Yu ve ark., 1999). Amorf formda
mannitol aktif driinii molekiiler etkilesimlerle
stabilize edebilmektedir (lzutsu ve ark., 1994).
Tuzlarin ise dondurma, tavlama ve Kkurutma
sirasinda formiilasyonun fiziko-kimyasal 6zellikleri
tizerindeki etkileri arastirilmaktadir (Hawe ve
Frief., 2006).

Bir maddenin kristal veya amorf yapili olmasi bu
yapilarin termal &zelliklerinin bilinmesi agisindan
onemli olmaktadir. Maddelerin yapisina gore kritik
formiilasyon  sicakliklart  degisebilmekte ve
liyofilizasyon recetesinin ~ optimize  edilmesi
gerekebilmektedir (Patel ve Hurtwitz, 1972). Kristal
maddeler i¢in kristalizasyon ve erime sicakligi,
amorf maddeler igin ise camsi ge¢is sicakliklariin
belirlendigi kritik noktalar numune ve referans
malzeme arasindaki sicaklik farki 6l¢iimiine dayali
bir metot kullanilarak (Differensiyel Termal Analiz-
DTA) belirlenebilmektedir (Martin ve ark., 2007).
Freze Dry Mikroskop (FDM) ile liyofilizasyonun
ince bir film gibi 6n incelemesinin yapilarak sicaklik
artig1 ve basing altinda maddelerin ¢okme sicaklig
belirlenmektedir ~ (Arshad ve ark., 2014).
Cozeltilerin igerisinde bulunan tuzlarin dezavantaji
kritik formiilasyon sicakliklarini1 diisiirmesiyken,
matriks olarak saglam bir iskelet olusturmasi
tuzlarin avantaji olmaktadir (Hawe ve Frief3, 2006).
Kristal yap1 igerisinde bulunan su buharlasirken
canli hiicrelerin hiicre duvarina zarar verdigi i¢in
olusan  kuruma  kaliteli ~ olamamakta  ve
rekonstrilksiyon  sirasinda  canlibk  kayiplar
olusabilmektedir (Day ve Stacey, 2007). Matriks
olarak amorf maddelerin kullanilmasi canli
hiicrelerin giivenligi agisindan avantaj iken, amorf
yapilar arasindan bagli suyun uzaklastiriimasimin
¢ok zor olmasi dez avantaj olabilmektedir (Rey,
1960). Mannitol ¢ozelti kompozisyonuna gore
amorf ya da kristal gibi davranabilmektedir. Bu
ozelliginden dolay1 liyofilizasyonda kriyoprotektan
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (lzutsu ve
ark., 1994). Tuz wvarligt ise mannitoliin
kristallesmesini ~ kritik  sicakliklarda  inhibe
edebilmekte veya kritik sicaklik degerlerini
degistirebilmektedir (Telang ve ark., 2003). Bu
nedenle sunulan ¢aligmada mannitol ¢o6zeltisine

eklenen farkli tuzlarin donma siirecinin incelenmesi
amaglanmigtir. Cozeltilerin  kritik formiilasyon
sicakliklarini belirlemek i¢in FDM ve DTA cihazlari
kullanilmigtir. Bu sayede calismada kullanilan farkl
tuzlarin liyofilizasyon esnasinda mannitoliin primer
kurutmasina etkileri incelenmistir. Ayrica daha
verimli bir nihai driin elde etmek igin primer
kurutmanin daha yiiksek sicakliklarda bittigi
mannitol-tuz ¢6zeltisi belirlenmeye calisilmustir.

Materyal ve Metot
Materyal

Bu ¢aligmada materyal olarak D-Mannitol (cas no:
69-65-8) kullanilmigtir. Mannitol ile tuzlu ¢ozeltiler
hazirlanmustir; tuz olarak Sodyum kloriir (NaCl)
(cas no: 7647-14-5), Potasyum kloriir (KCI) (cas
no: 7447-40-7), Demir klortir (FeCls) (cas no: 7705-
08-0) ve Magnezyum kloriir (MgCl.) (cas no: 7786-
30-3) kullanilmustir.

Kritik formiilasyon sicakliklarinin belirlenmesi i¢in
DTA (Lyotherm2, Biopharma Tch. Ltd, UK) ve
FDM (Lyostat2, Biopharma Tch. Ltd, UK) cihazlar
kullanilmagtr.

Metot

Tuz iceren Mannitol Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Saf mannitol ve 0,1/1 oraninda NaCl, KCI, FeCls,
MgCl; igeren olmak iizere bes farkli mannitol
¢oOzeltisi hazirlanmustir.

DTA analizi

DTA analizi i¢in aliiminyum blok igerisinde
bulunan ¢ adet kuyucuga referans soliisyon ve
numuneler 3 ml olarak doldurulmustur. Hazirlanan
NaCl, KCI, FeCl; ve MgCl; igeren Mannitol
cozeltileri ayr1 ayri cihaza yiiklenmistir. Cozelti
hazirlanirken kullanilan distile su DTA cihazinda
referans madde olarak kullanilmistir. Sonrasinda
kuyucuklara 6rnek, referans ve impedans i¢in 3 adet
ve aliiminyum blok i¢in 1 adet olmak {izere 4 adet
prob yerlestirilmistir. Aliiminyum blok hazneye
yerlestirilmeden 6nce, haznenin 1/3” {i siv1 azot ile
doldurulmustur. Cihazda yer alan 1s1 gecirgen
blogun 1sis1 tank igerisinde sivi azot yardimi ile
baglangigta -100 °C’ye kadar diisiiriilmistiir. Tiim
problar 0°C’yi gosterene kadar 1sitma islemine
devam edilmistir. Sonrasinda aktivasyon ile blok
istnmaya basladiginda, molekiiler hareketlilik
baglayana kadarki statik durum monitdrdeki
programda taban ¢izgisi olarak gozlenmistir. Cihaz
dosyasindan ham  veriler excel dosyasina
aktarilmustir. DTA  egrisinde,  numunenin
endotermik degisiminden kaynaklanan sicaklik
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farklar1 negatif yonde, ekzotermik degisimden
kaynaklanan sicaklik farklari ise pozitif yondeki
sapma olarak degerlendirilmistir (Andrade ve ark.,
2018).

FDM analizi

FDM donmus materyalin yapisinit mikroskop altinda
incelemeye izin vermektedir. Calisma sirasinda 16-
20 mm ¢apinda quartz lam, mikroskop altina giimiis
blok iizerine yerlestirilmistir. Mikroskopun lamina 2
ul kadar materyal damlatilarak {izerine 6nce 70 p
yiiksekliginde aliiminyum spacer ve sonra 13 mm
capinda cam lamel kapatilmistir. Vakum ve sicaklik
kontrol altinda tutularak liyofilizasyon prosesi
baslatilmistir. ik olarak 20 °C/dk’lik sogutma
ivmesi ile iriin sicakliginin -60 °C’ye sogumasi
saglanmigtir. Sonrasinda vakum pompasi devreye
sokularak donmus friiniin  kuruma  prosesi
baslatilmustir. Uriin vakum altinda sicaklik dakikada
1°C dusiirilerek 1sitilmig ve bu stire boyunca her 10
saniyede mikroskopta elde edilen goriintii kayit
altina alimmustir. Bu goriintiilerde stiblimizasyon ara
yiizeyinde olusan degisiklikler gozlemlenmis ve
yapida bozulmaya sebep olan sicaklik dereceleri
kayit altina alinmustir. Boylece her ¢ozelti igin
liyofilizasyon prosesi incelenmis ve
karsilastirilmustir (Meister ve Gieseler, 2009).

Bulgular

Diferansiyal termal analiz islemi sonunda elde
edilen impedans ve DTA egrileri Sekil.1 de
gosterilmektedir.  Sekil {izerinde mor renkte
gosterilen impedans egrisi tizerinde belirlenen Z1
noktast maddelerin yapisinda meydana gelen
stabilizasyonun ve kararsizigin basladigi nokta
olarak degerlendirilmektedir. Bu sicaklikta bu
cizgide meydana gelen negatif sapma liyofilizasyon
prosesini etkilememektedir. Z2 noktasinda meydana
gelen yeniden kristallesmenin  ardindan Z3
noktasinda yapida yumusama baslamakta ve bu
sicakligin iizerinde yapi1 hizla bozulmaktadir. Bu
sicaklik degeri liyofilizasyon ig¢in 6nemlidir ve kritik

formiilasyon sicakliklarindan birini
tanimlamaktadir. Buz kristallerinin hareketlilik ve
fiizyonu ile iligkili olarak asgari empedans degeri Z4
olarak gosterilmektedir. Kirmizi olarak gosterilen
DTA egrisi lzerinde isaretli D1 noktasi
kristalizasyon baslangici olarak degerlendirilmistir.
DTA’da elde edilen diiz ¢izgiden (base line) ilk
sapmanin bagladigi sicaklik bulunarak maddenin
kararli oldugu sicaklik limiti belirlenmistir. D2 de
kristalizasyonun inhibisyonu gozlenmis, D3 de
termal erime baslangici Dbelirlenmistir.  Ayni
zamanda D3, DTA grafiginde donmus matrisin
dengesizlesmesiyle ilgili olaylarin gostergesi olan
endotermik bir patern basladigini gostermektedir.
DTA’ daki D4 noktasindaki keskinlik erimeyi ve D3
ile  baslatilan milkemmel tamimlanmis  bu
endotermik pik, buz kristallerinin flizyonunun
bagladigin1 gostermektedir. DTA ve Z egrileri
birlikte degerlendirildiginde DTA” nin ekzotermik
piki ile impedansin artmaya basladigi nokta
arasindaki  iliski donmus yapimin  yeniden
diizenlenmesini  ifade etmektedir. Impedans
egrisinin ekzotermik bir pikin ardindan asagi dogru
hizla artarak diisiisii ile DTA’daki endotermik pikin
baglangici  donmus maddenin  yumusadigini
maddenin erimeye baslayarak faz degistirdigini
gostermektedir. Egriler tizerinde belirli kritik
noktalar isaretlenerek Tablo 1 de gosterilmistir.

Impedance and DTA
NewRun
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Sekil 1. Differensiyel Termal Analiz Cihazinda Elde
Edilen DTA ve Impedans Isinma Egrileri

Tablo 1. Farkli Mineral Tuzlarini igeren Mannitol Cézeltilerinin DTA (D) ve impedans (Z) Egrilerinde

Isaretlenen Kritik Noktalar

Z1 Z2 Z3 Z4 D1 D2 D3 D4
NaCl+ Mannitol -87,53 -47 -42,28 -23,42 -31,4 -27 -9,48 -1,06
KCI+ Mannitol -86,56 -33,25 -24,38 -13,56 -33,57 -29,16 -8,54 -0,85
MgCl,+ Mannitol -117,91 -91,43 -79,74 -26,51 -39,99 -24,95 -9,99 -1,02
FeCls+ Mannitol -99,15 -58,32 -46,98 -24,28 -34,83 -26,94 -9,98 -1
Mannitol -40,76 -6,71 -3,88 -0,52 -28,11 -24,41 -5,13 -0,08
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Dondurulmus iriindeki sicakligin artirilmasi ile
FDM de elde edilen goriintii Sekil 2°de verilmistir.
Sekil lizerindeki 8 numarali alan mikroskop lamini,
1 numarali alan materyalin dondugu alani, 2
numarali alan ise donmanin ardindan kurumanin
basladig1 alan1 géstermektedir. 7 numarali numune
hattindan baglayan siiblimizasyon orani 4 numaraile
gosterilen siiblimizasyon hareket yoniinde devam
etmektedir. 3 numarali siiblimizasyon hattindan 1
numarali donmus alana dogru siiblimizasyon devam
ederken ¢okmenin basladigi noktalar tespit
edilmistir. 5 numarali bolgede baslayan ¢okmeler 6
numarali bélgede tam ¢dkmenin gozlemlenmesiyle
daha net fark edilmektedir. Sicaklik arttirilirken

gozlemlenen 6rnek kurutma seklin sol tarafinda, tam
¢okiisiin yasandigi (Tc / Teu) sicaklik degeri ise
seklin sag tarafinda gosterilmektedir. Kristalizasyon
(Tc), ¢okmenin olabilecegi otektik sicaklik (Teu) ve
erimenin oldugu (Te) sicakliklar1 ¢aligma sonunda
Tablo 2’de verilmistir.

Sekil 2. Freeze Dry Mikroskop Goriintiisii
Tablo 2. Farkli Mineral Tuzlarii Iceren Mannitol
Cozeltilerinin  DTA ve FDM ile Belirlenen

Liyofilizasyon Prosesini Etkileyen Kritik Kontrol
Noktalari

Teu/Tc Te Tery/Tg
NaCl -40,46 -1,06 -42,28
KCI -22,56 -0,85 -25,38
MgCl, -77,92 -1,02 -79,74
FeCls -45,16 -1 -46,98
Mannitol -2,01 -0,08 -3,88
Tartisma

Biyolojik maddelerin kurutulmasinda koruyucu
ajanlarin  kullanilmas1  6nemli olmaktadir ve
lyofilizasyon oncesi ¢ozeltilerin termal analizleri
yapilmasi1 gerekmektedir (Zhai ve ark., 2003; Baheti
ve ark., 2010). Kurutuldugunda yeterince saglam bir
cati olusmasi agisindan dondurarak kurutulacak
¢ozeltinin kat1 i¢eriginin belirli bir derisimde olmasi
istenmektedir (Ito, 1971; Johnson ve ark., 2002).
Tuzlarin  liyofilize iiriin  satabilizorii  olarak
kullanilmas1 ve konsantrasyon ayarlamasi 6nem arz
etmektedir.  Tuzlar  kristal  yapiya  sahip
olduklarindan yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilmas1 hiicrenin canliligini etkilemekte ve

liyofilizasyon sonrasinda sag kalim oraninin
diistirmektedir. Bu sebeple kullanilan tuzun yapisi
ve konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir
(Hawe ve FrieB3, 2006). Kristal iskeletin arasindan
buharlagma kolay oldugu igin liyofilizasyon sonrasi
nem orani diisiik olmasi tuzlarin avantaji olarak
goriilmektedir. Diger yandan amorf yapilar canli
hiicreler i¢in miikemmel bir matriks olustururken, su
tutusu yiiksek olan bu yapilarda buharlagma yavas
olmakta ve cogu zaman bagl su
uzaklastirilamamaktadir (Shah ve ark., 2006). Bu
nedenle de farmakolojik tiriiniin neminin yiiksek
depolama siiresinin ise kisa olmasi dezavantaj
olarak goriilmektedir (Jenning, 1999). Mannitol
molekiilii liyofilize edilecek numuneleri stabilize
etmek yerine saglam ve zarif kek yapilari saglayan
kristal yapi iskeletleri olusturmaktadir.
Dondurularak kurutma islemi sirasinda kismi
kristallesme depolanma sirasinda amorf fraksiyonun
daha sonra kristallesmesine neden oldugu igin,
kontrollii ve eksiksiz kristallesmeler daha degerli
olmaktadir. Kismi kristallesme, nihai iriiniin
yapisinin bozulmasina ve dolayisiyla raf dmriiniin
azalmasina neden oldugu igin istenmemektedir.
Kristallesme temel olarak, kurutma baslamadan
Once 1s1l islem sirasinda meydana gelmektedir (Horn
ve Friess, 2018). Mannitol kendi basina kristal ya da
amorf gibi davranabilmektedir (Cavatur ve ark.,
2002). Bu nedenle bu ¢alisma ile belirlenen farkli
tuzlart iceren mannitol soliisyonlarinin
liyofilizasyon prosesini etkileyen kritik sicakliklar
onemli olmaktadir. Bu ¢alismada mannitoliin Teu ve
Tc degerleri yiiksek oldugu igin (Tablo 2) bu
degerler liyofilizasyonun kalitesi agisindan basarili
bir sonucu ifade etmektedir (Rey, 1960). Tuzlu
mannitol ¢ozeltilerinde ise Kritik sicakliklar daha
diisik bulunmustur. Ozellikle Mg ve Fe tuzlan
¢ozeltinin Teu ve Tc degerlerini diisiirerek primer
kurutmanin daha diisiik sicakliklarda bitirilmesini
gerektirmektedir. Bu nedenle Magnezyum (Mg) ve
Demir (Fe) tuzlarinin lyofilizasyonda eksipiyan
olarak kullanilmas: tavsiye edilmemektedir. Ciinkii
bu sonug zor ve daha masrafli bir primer kurutma
prosesini ifade etmektedir. Tim bunlara ragmen
tuzlarin daha stabil ve kaliteli kuruma sagladiklari
ve mannitoliin yapisint giiclendirdikleri
bilinmektedir (Telang ve ark., 2003).

Calismada elde edilen verilere gore (Tablo 1)
mannitol ¢ozeltilerine eklenen Sodyum (Na) ve
Potasyum (K) tuzlar1 diger tuzlara gore daha yiiksek
sicakliklarda kararsizlagtiklari i¢in Kryoprezervatif
olarak tercih edilmelidir. Fakat belirlenen primer
kurutma st limitlerinin 1-3 °C altinda primer
kurutma bitmis olmasi gerekmektedir (Adams ve
ark., 2015). Ayrica belirlenen Tc de maddenin
kararli kalmas i¢in sicaklik-vakum dengesinin iyi
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ayarlanmasi, Te de maddenin igerisinde bagli su
miimkiin oldugunca uzaklagmis olmast
gerekmektedir (Tablo 2). Tc degerlerinin, ¢ogu
zaman karsilik gelen Tg 'degerlerinden daha yiiksek
(2-5°C) oldugu rapor edilmistir (Meister ve ark.,
2009).

Donma prosesi ile maddelerin yapisinda olusan
buzun siiblimasyonunu saglamak ig¢in  her
soliisyonun kendi tiglii noktasinin altindaki sicaklik
ve basing kosullarinda  primer  kurutmasi
gerceklestirilmelidir (Tablo 1). Primer kurutma
sicakliginin, kek yapisinin kaybimi 6nlemek igin
miimkiin oldugu kadar yiiksek, ancak kritik islem
sicakliginin altinda tutulmasi gerekmektedir (Pikal,
1990). NaCl liyofilizasyonda yaygin olarak
kullanilan eksipiyan oldugu i¢in mannitol ile
etkilesimi daha ¢ok arastirilmaktadir (Lu ve Pikal,
2004). Na, Mg, K ve Fe tuzlarinin nem tutucu
Ozelliginin arastirildig1 calismalar bulunmaktadir
(Van den Berg ve Rose, 1959, Thorat ve ark., 2017).
Na, Mg, K ve Fe tuzlarini igeren mannitol ¢ozeltileri
icin sunulan calisma sonuglar1 dikkate alinarak
primer kurutma prosesi diizenlenmesi tavsiye
edilmektedir.
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