TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KOZMETIK PREPARATLARDA KULLANILAN BAZI
KORUYUCULARIN ANTIMIKROBIYAL AKTiVITELERININ
BELIRLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLERIN
KARSILASTIRILMASI

PELIN YALCIN
YUKSEK LISANS TEZI

FARMASOTIK MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Dog. Dr. Umran Soyogul GURER

ISTANBUL-2010



TEZ ONAYI

Kurum : Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Programin seviyesi : Yiiksek Lisans ( X) Doktora ( )

Anabilim Dali : Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Tez Sahibi : Pelin YALCIN

TezBaghg : Kozmetik Preparatlarda Kullanilan Bazi Koruyucularin Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemlerin Kargilastirilmas

Smav Yeri : Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Sinav Tarihi : 03.09.2010

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul

edilmistir.

Damisman (Unvan, Adi, Soyadi) Kurumu imza
Dog. Dr. Umran Soyogul GURER ~ M.U.Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik /7 //’_ -
Mikrobiyoloji Anabilim Dali / g ;
Sinav Jiiri Uyeleri (Unvan, \
Adi, Soyadi) ﬁ %
Prof. Dr. Adile CEVIKBAS M.U.Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Yard. Dog. Dr. Timugin UGURLU M) Eczacihik Fakiiltesi F
Teknoloji Anabilim Dal

Yukaridaki jiiri karari Enstitii yonetim Kurulu’nun [5..49../29 {Ptarih ve 9. sayili karart ile

onaylanmustir.

OPrﬁ.’. I A
Giilden Z. OMURTAG
Miidiir



BEYAN

Bu tez galismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimima kadar
biitlin agamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve
etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi
ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarim ihlal edici bir davranigimin olmadigi beyan

ederim.

22.09.2010

Pelin YALCIN



TESEKKUR

Danigmanligimi {stlenerek, tez calismami yonlendiren ve tezimin baslangicindan
sonuna kadar bana destek ve yardimci olan, degerli fikirleri ile yol gdsteren hocam Dog.
Dr. Umran Soyogul Giirer’e ve vyiiksek lisans ogrenimimde cok degerli bilgi ve
deneyimleri ile beni yonlendiren, destek ve ilgisini benden esirgemeyen hocam, Anabilim

Dali Baskanimiz Prof. Dr. Adile Cevikbas’a tesekkiir ederim.

Deneylerim sirasinda bana yardimci olan Anabilim Dalimiz Aragtirma Gorevlisi Erkan

Rayaman ve Arastirma Gorevlisi Burgak Giirbiiz’e tesekkiir ederim.

Tez calismamda degerli bilgi ve deneyimleri ile beni yonlendiren direktériim Dr. Ecz.
Birgiill Ozden Kasimogullari'na ve tez donemimdeki yardimlarindan dolay1 kimyager

Hakan Seving’e tesekkiir ederim.

Hayatimda bir an bile maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyen, varliklar: ile
bana gii¢ veren ve beni bu giinlere getiren ¢ok degerli AILEM’e sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.



ICINDEKILER
KISALTMALAR

1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS ve AMAC
4., GENEL BILGILER

4.1.

4.2.
4.3.
4.4.

4.5.
4.6.
4.7.
4.8.

4.9.

Koruyucular hakkinda genel bilgiler

4.1.1. Metil paraben ve propil paraben

4.1.2. Fenoksietanol

4.1.3. Bronopol

4.1.4. Diazolinidil tire

4.1.5. Benzil alkol

4.1.6. Dehidroasetik asit

4.1.7. Propilen glikol

4.1.8. Sodyum benzoat

4.1.9. Potasyum sorbat

4.1.10. Benzoik asit

4.1.11. Metilizotiazolinon ve metilkloroizotiazolinon
Koruyucu aktivitesini etkileyen faktorler

Kozmetik iirtinlerde mikrobiyal kirlenme

Mikrobik kirlenmenin steril olmayan kozmetikler ve tuvalet malzemeleri
tizerindeki kontroli

Kozmetik tirtinlerde saptanan mikrobiyal flora
Koruyucularin giivenlik degerlendirmesi

Koruyucu etkinlik testleri hakkinda genel bilgiler
Koruyucu etkinlik testlerinde kullanilan mikroorganizmalar hakkinda
genel bilgiler

4.8.1. Staphylococcus aureus

4.8.2. Pseudomonas aeruginosa

4.8.3. Escherichia coli

4.8.4. Candida albicans

4.8.5. Aspergillus niger

Sa¢ kozmetikleri hakkinda genel bilgiler

4.9.1. Sampuanlar

4.10. Kozmetik iirtinlerde yapilan kararlilik testleri
5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

5.2.

5.1.1. Mikroorganizmalar
5.1.2. Besiyerleri

5.1.3. Cozeltiler

5.1.4. Sampuan

5.1.5. Koruyucular

5.1.6. Kimyasal maddeler
5.1.7. Cihazlar ve geregler
Yontem

5.2.1. Amerikan Farmakopesi
5.2.2. Ingiliz Farmakopesi
5.2.3. Japon Farmakopesi



©ooNe

5.2.4. Koruyucularin hazirlanmasi
5.2.5. Deneyin yapilisi
BULGULAR
TARTISMA ve SONUC
KAYNAKLAR
OZGECMIS

Vi

44
45
46
56
61
68



KISALTMALAR

S. aureus : Staphylococcus aureus
P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa
E. coli : Escherichia coli

C. albicans : Candida albicans

A. niger : Aspergillus niger

SDA : Sabouraud Dekstroz Agar
PDA : Potato Dekstroz Agar

TSA : Trypticase Soy Agar

FTS : Fizyolojik tuzlu su

PET : Preservative Effectiveness Test
BP - British Pharmacopoeia

USP : United States Pharmacopoeia
EP : European Pharmacopoeia

JP : Japanese Pharmacopoeia
CTFA : Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association

Leave-on  : Durulanmayan

Rinse-off  : Durulanabilen

vii



1. OZET

Kozmetik iiriinlerde, {iriiniin kullanim sirasinda kontamine olma olasiligma karsi
tirine  koruyucu olarak bilinen antimikrobiyal —maddeler eklenmektedir.
Calismamizda kozmetik friinlerde kullanilan 4 farkli ticari kombinasyondan,
bronopol, propil paraben, metil paraben ve fenoksietanol igceren A koruyucusu;
diazolinidil tire, sodyum benzoat ve potasyum sorbat igeren B koruyucusu;
fenoksietanol, benzoik asit ve dehidroasetik asit i¢eren C koruyucusu; propilen
glikol, benzil alkol, metilizotiazolinon ve metilkloroizotiazolinon igeren D
koruyucusunun etkinligi Amerikan, Ingiliz ve Japon Farmakopelerinde yer alan
koruyucu etkinlik testlerine gore degerlendirilmistir. Tiim koruyucularin denenen
konsantrasyonlart Amerikan, Ingiliz ve Japon Farmakopelerine gore etkili

bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Koruyucu, koruyucu etkinlik testi, kozmetik, sampuan.



2. SUMMARY

Comparison of Methods Used For The Determination of Antimicrobial

Activities of Some Preservatives Used In Cosmetic Preparates

Antimicrobial substances are added to the cosmetic products in order to prevent
contamination that may occur during application of the product. In this study, the
efficiency of 4 different commercial combinations used in cosmetic products, which
were combination of bronopol, propyl paraben, methyl paraben and phenoxyethanol,
preservative A, combination of diazolidinyl urea, sodium benzoate and potassium
sorbate, preservative B, combination of phenoxyethanol, benzoic acid and
dehydroacetic acid, preservative C and combination of propylene glycol, benzyl
alcohol, methylisothiazolinone, methylchloroisothiazolinone, preservative D,
were evaluated their preservative effectiveness according to United States
Pharmacopoeia, British Pharmacopoeia and Japan Pharmacopoeia. Tested
concentrations of these four preservative systems were found to be effective

according to United States, British and Japan Pharmacopoeia.

Key Words: Preservative, preservative effectiveness test, cosmetic, shampoo,
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3. GIRIS ve AMAC

Kozmetik, Yunanca Kosmein, dekore etmek, slislemek sozciiglinden tiiretilmistir.
Bu sozciiglin anlaminin ayni zamanda, “bakmak, bakim, viicut ile aklin harmonisi”

oldugu diistintilebilir (1).

Kozmetikler deriye, saca, dislere genel olarak viicudun dis ylizeylerine ve agiz
mukozasina uygulanmak {izere hazirlanan ve bu yiizeyleri temizlemek, korumak,
sorunlarin1 gidermek ve giizellestirmek amaciyla kullanilan preparatlardir (2). 26
Subat 1994 Resmi gazetede yayinlanan Tiirk Kozmetik Kanunu’na gore
“Kozmetikler; insan viicudunun epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar ve genital
organlar gibi degisik kisimlarina, agiz ve dislere ve mukozaya uygulanmak iizere
hazirlanmis amac1 ve yan amaci bu kisimlar1 temizlemek, koku vermek ve korumak
suretiyle iyi bir durumda muhafaza etmek ve goriiniimiinii degistirmek ve viicut
kokularmi diizeltmek olan, sa¢ boyalar1 ve sa¢ rengi acicilari da dahil biitiin
preparatlar ve/veya maddelerdir.” (Kozmetik Kanunu, Resmi Gazete, 26 Subat 1994,
Say1 21861)(http://kisi.deu.edu.tr/bulent.cavas/ders/bok5.pdf ).

Bugiin iilkemizde giinliik yasamin onemli bir parcasi haline gelen kozmetik
preparatlar i¢inde en biiylik boliimii sa¢ preparatlar1 olugturmaktadir. Bu denli genis
kullannrm alan1 olan bu preparatlarin mikrobiyal floralar1 ile bunlardan

kaynaklanabilecek saglik sorunlarinin saptanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (3).

Giinlik kozmetik triinler, cildi nemlendirmek, temizlemek gibi sebeplerle iist
iiste kullanilirlar ve bunlar ciltte uzun siire kalirlar. Ozellikle ¢ok sik kullanimlarda
her zaman ciltte bir miktar kimyasal madde kalacaktir. Bu da ciltte istenmeyen

etkiler olusturabilecektir. Bu yiizden uzun siireli kullanimlardan kaginilmalidir (4).

Kozmetik preparatlarin kullanilmasindan sonra gozlenen istenmeyen etkiler ve
bunlarin dogurdugu sonuglarin nedenleri arastirildiginda genellikle preparatlarin
mikroorganizmalarla kontamine oldugu saptanmistir. Kozmetiklerin ¢ogu steril

olarak iiretilmezler. Bunun yanmi sira kozmetikler iiretim esnasinda, depolama



asamasinda ya da kullanim esnasinda kontaminasyona maruz kalabilirler. Kozmetik
preparatlarin mikrobiyolojik uygunlugu tiiketici sagligi yoniinden 6nemli oldugu gibi
preparatin stabilitesi ve kalite uygunlugu yoniinden de biiyiik Onem tasir.
Mikrobiyolojik kontaminasyon triindeki fazlarin ayrismasina, kimyasal yapisinin
degismesine ve insanlarda saglik problemlerine yol agabilmektedir. Bir {iriin alindig1
zaman ya da kullanim esnasinda kabul edilebilir limitlerin altinda mikroorganizma
icermesi saglanmalidir. Kozmetik iiriinlere konulan koruyucu diizeyi {riiniin raf
omrii ve kullanim siiresinde devam etmelidir. Uriin kullanim esnasinda bircok
mikroorganizma tarafindan kontaminasyona ugrayabilir. Kozmetik preparatlarda
mikroorganizma  iiremesini  kontrol altinda tutmak i¢in  formiilasyona

mikroorganizma gelisimini engelleyen bir ya da birkag koruyucu madde ilavesi
gereklidir (5).

Koruyucular losyon, krem ve sampuan gibi kozmetik iriinlere iki sebepten
eklenir: birincisi, mikrobiyal bozulmayi 6nlemesi ve bdylece iriiniin raf émriiniin
uzamasi, ikincisi, bakteri, maya ve kiif gelisimini Onleyerek tiiketiciyi potansiyel
infeksiyondan korumasidir. Her ne kadar kimyasal koruyucular mikrobiyal tiremeyi

onlese de, tiiketiciler igin giivenilirlikleri soru isaretidir (6).

Kozmetiklerin ¢ogu kompleks formiilasyona sahiptir. Formiilasyondaki
maddeler, koruyucularm aktivitesini olumlu ya da olumsuz yonde etkileyebilir. ideal
bir koruyucu {iriine giren biitlin mikroorganizmalar1 6ldiirebilmelidir, hasta i¢in
toksik ya da tahris edici bir 6zellik tasimamalidir, imalat islemlerine dayanabilecek
kadar stabil olmali ve kullanim siiresi boyunca aktif kalmalidir. Uriiniin formiil
tasarimi yapildiginda, iirtine konulacak koruyucularin yeterince etkili olabilecekleri
sOylenemez. Ciinkii koruyucularin aktivitesi konsantrasyon, pH, sicaklik, ambalaj
malzemeleri, mikroorganizmalar ve organik maddeler gibi bir¢ok faktdrden
etkilenmektedir. Dolayisiyla bir iirliniin formiilasyonuna girecek olan koruyucuyu

secerken bu faktorler goz 6niine alinmalidir (7).



Birgok koruyucu diisiik molekiiler agirlikta bilesiklerdir ve biyolojik olarak
aktiftir, bu yiizden duyarlilik yapabilirler. Koruyucularin neden oldugu kontakt
allerjiyle ilgili pek ¢ok yaymn yapilmistir. 1980’lerde, Ozellikle leave-on
(durulanabilen) tirtinleri kullanan pek ¢ok insanda metilizotiazolinonlara (MIT) karsi
olusan allerjik reaksiyonlar bildirilmistir. Hala, kozmetik ve tuvalet tiriinlerinde MIT
iceren koruyucular sik sik kullanilmaktadir (8). Bronopol, formaldehit agiga ¢ikaran
ajandir. Formaldehite allerjisi olan hastalarda allerjik reaksiyon ya da ciltte tahribe

sebep olur (9).

Kozmetik preparatlarda kullanilan koruyucu maddelerin gergek aktivitesini
saptamak olduk¢a zordur. Herhangi bir iiriindeki koruyucularin etkinliginin
saptanmast ya da deneysel olarak cesitli maddelerin koruyucu olarak kullanimini
arastirmak i¢in standart yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerin baglicalari British
Pharmacopoeia (BP), United States Pharmacopoeia (USP), European Pharmacopoeia
(EP) gibi kaynaklarda belirtilmistir (7).

Challenge test aslinda koruyucu etkinlik testi olarak bilinir. Bu test kozmetik,
farmasotik ya da diger tip triiniin formiilasyonunda, tiiketici kullanimi esnasinda ve
iriinlin  hammaddeden kontaminasyonunu Onlemede yeterli korumanm olup
olmadigint belirleyen bir prosediirdiir (10). Test, kontaminasyonun kontrolii igin
kullanilan koruyucularin minimum seviyesini belirlemede iiriin gelistirme esnasinda
kullanilir. Testte bakteri, maya ve kif kullanilir. Koruyucu etkinlik testinde
genellikle, gram pozitif kok (Staphylococcus aureus), fermenter gram negatif gomak
(Escherichia coli), nonfermenter gram negatif comak (Pseudomonas aeruginosa),
maya (Candida albicans) ve kif (Aspergillus niger) kullanilir. Bu test
mikroorganizmalari, patojenleri, firsatgr patojenleri ve patojen olmayanlart

icermektedir (11).

Bu bilgilerin 1181 altinda ¢alismamizda; farkli formiilasyondaki 4 ticari
koruyucunun etkinligini Amerikan, Ingiliz ve Japon Farmakopelere gore

karsilastirmayr amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Koruyucular Hakkinda Genel Bilgiler

Koruyucular, kozmetik iiriinlerde ve ilaglarda mikrobiyal kontaminasyonu
onlemede kullanilirlar (12). Koruyucularin oral ve topikal gibi steril olmayan diger
tibbi tedavi {rinlerinin ve {iretim esnasinda ister istemez olusabilecek
mikroorganizmalarin  iiremelerini  smirlandirmalar1 ~ gerekmektedir.  Multidoz
enjeksiyonluk ve goz damlalari gibi steril tirtinlerde koruyucular, kullanim esnasinda
karsilagilan istenmeyen mikrobiyal kontaminantlarin hepsini éldiirmelidir. Korunan
preparatin uygulama yolunda, koruyucu temel olarak toksik olmamalidir. Boylece
koruyucular diisiik konsantrasyonda, kullanilmaktadir ve bu yiizden antimikrobiyal

etkileri, dezenfektanlardan ve antiseptiklerden daha diistiktiir (13).

Tek bir koruyucu ¢ok diisiik kullanim seviyesinde genis bir antimikrobiyal etki
saglayabilir. Fakat “ideal” koruyucu kriterinin kabul edilmesi i¢in genis spektrumlu
bir koruyucu sistemi gelistirilmelidir. Miikemmel bir koruyucu asagidaki 6zelliklere

sahip olmalidir:

1) Bakteri ve mantarlara karsi genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmalidir.

2) Kozmetik triinlerde diisiik seviyelerde miikkemmel antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmalidir.

3) Genis pH araliginda etkili olmalidir.

4) Toksik ve irrite edici olmamali, giivenilir olmalidir.

5) Ambalaj materyaliyle ya da formiilasyon icindeki diger bilesenlerle tepkisiz
olmalidir.

6) Tum kozmetik materyallerle uyumlu olmali ve bitmis {iriniin renk ve kokusunda
etkili olmamalidir.

7) Ucuz ve kolay temin edilebilir olmalidir.

(14, http://wwwe.sinolion.com/zshx_eng/admin_eng/myedit/UploadFile/20081
130223131803.PDF, Erisim tarihi: 09.06.2010).



Kozmetik {riinlerde en c¢ok kullanilan kimyasal koruyucular tablo 1°de

listelenmistir (15).

Tablo 1: En ¢ok kullanilan koruyucular (15)

Koruyucu ismi Etki Uyumluluk |  Inaktive Uygun
Spektrumu Edenler pH
Parabenler: benzoik | Mantar, Gram Katyonik Anyonik, <7
asit esterleri pozitif bakteriler noniyonik,
proteinler

Imidazolinidil iire, | Genis Anyonik, 4-9
Diazolinidil iire spektrumlu, noniyonik,

bakterilere kars1 | katyonik,

zayif spektrumlu | proteinler
izotiazolinonlar Genis Anyonik, Yiiksek pH 4-8

spektrumlu noniyonik,

katyonik

Formaldehit, Genis Anyonik, | T % 60°C 4-9
Dimethyloldimethyl | spektrumlu noniyonik,
hydantoin (DMDM katyonik
Hydantoin)
Benzalkonyum Gram pozitif ve | Noniyonik, | Anyonik, 4-9
kloriir gram negatif katyonik proteinler,

bakteriler ve sabunlar

kiiflere kars1

zayif spektrumlu
2-bromo-2- Genis Anyonik, Sicaklik, <6
nitropropanel,  3- | spektrumlu noniyonik, | yiksek  pH,
diol katyonik sistein,

aliminyum




4.1.1. Metil paraben ve propil paraben

Ow_ O
N7 CH,
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Sekil 1. Metil ve propil parabenin kimyasal yapisi

Giiniimiizde ilag ve kozmetik sanayinde pek ¢ok koruyucu madde

kullanilmaktadir. Parabenler, kozmetik tiriinlerde en ¢ok kullanilan koruyucudur (5,

16, 17).

Parabenler, kiigiik renksiz kristaller ya da beyaz toz kristallerdir ve ozellikle
kokusuz ve tozdurlar. %0.1-%0.2 konsantrasyonlarinda etkilidirler. Alkol, eter,

gliserin ve propilen glikolde ¢oziiniirler, suda ise az veya hi¢ ¢oziinmezler (2, 18).

Bircok kozmetik ve topikal terapdtik ajanda bakteriyel ve fungal kontaminasyonu
onlemede popiiler koruyucular propil ve metilparaben esterleridir. Diger paraben

esterleri olarak ¢ogunlukla etil, biitil ve benzil parabenler kullanilir (19).
Ayrica, paraben kombinasyonlart bakteriler iizerine sinerjistik etkilidir (20, 21).

Metil, etil, propil ve biitil esterlerin birlikte kullanimi formiilasyonun su ve yag
fazin1 korur (22). Metil parabenin suda ¢Oziiniirligiiniin yiiksek olusu ve propil
parabenin yiiksek etkinligi bu iki maddenin birlikte kullaniminda avantaj

saglamaktadir (23).

Kozmetik formiilasyonlarinda, %1’e kadar parabenlerin kullanimina izin

verilmistir. 1984°te 13.200 farkli kozmetik formiilasyonunda parabenlerin kullanimi



degerlendirilmis ve son zamanlarda yapilan 215 kozmetik iriin anketinde,
durulanamayan friinlerde kullanim orant %99, durulanabilen iiriinlerde ise %77

olarak bulunmustur. Parabenler ciltten hizlica emilirler (24).

Parabenlerin, gram pozitiflere karsi etkisi gram negatif organizmalara olan
etkisinden daha fazladir. Pseudomonas’lara karsi zayif etkilidir. Parabenlerin maya
ve kiiflere kars1 oldiirme aktivitesi bakterilere gore daha fazladir. Sik sik diger
koruyucularla birlikte kullanilirlar. Suda ¢6ziinmemeleri P. aeruginosa’ya karsi zayif

aktivitelerini agiklamaya yardimcidir (19).

Etkili olduklar1 pH araligi 4.5-7.5°dir. Alkil zincirinin karbon sayisi arttikga,
antimikrobiyal aktivite ve yagdaki ¢oziniirliikleri artar fakat sudaki ¢oziintirliikleri

azalir (25).

4.1.2. Fenoksietanol

0
o > \O

Sekil 2. Fenoksietanoliin kimyasal yapis1

Fenoksietanol, organik kimyasal bir bilesendir. Renksiz, yaga benzeyen sividir.
Cogunlukla kozmetikler, farmasdtik {iriinler, asilar ve topikal ilaclarda kullanilan bir
koruyucudur. Tavsiye edilen kullanim konsantrasyonu %0.5-2.0°dir.  P.
aeruginosa’ya karsi etkisi diger bakterilere olan etkisinden daha yiiksektir ve
genellikle hidroksibenzoatlar gibi diger koruyucularla birlikte kullanilarak
antimikrobiyal aktivitesinin etkinligi artirihir. Katyonik ve aniyoniklerle uyumlu
olmasina ragmen, noniyoniklerle aktivitesini kaybeder (13, 22, 26, www.wikipedia.
org/wiki/Phenoxyethanol, Erisim tarihi: 09.06.2010).



4.1.3. Bronopol

Br NO,

HO OH

Sekil 3. Bronopoliin kimyasal yapisi

Bronopoliin sentezi ilk olarak 1897°de Henry tarafindan yayinlanmis olmasina

ragmen, antimikrobiyal bir ajan oldugu 1960’larda kabul edilmistir (22).

Bronopol, sampuanlar, sabunlar, bebek 1slak mendilleri, nemlendiriciler,
losyonlar, topikal ilaglar, goz makyaj iiriinleri gibi ¢ok ¢esitli kozmetik iiriinlerinde

ve ev egyasi uriinlerinde koruyucu olarak kullanilir (27, 28, 29, 30).

Beyaz, kokusuz, kristalize bir maddedir (2). Kimyasal formiilii 2-bromo-2-
nitropropane-1,3-diol olan bronopol, mikroorganizmalarin bilyiik ¢ogunluguna karsi
milkemmel etkili, suda ¢oziinebilen alifatik dioldiir. Mantarlara, mayalara, gram
pozitif ve gram negatif mikroorganizmalara ki 6zellikle Pseudomonas aeruginosa ve
diger Pseudomonas’lara  karst  antibakteriyal  aktivitesi  yiiksektir. Bu
mikroorganizmalar, suda yaygm olarak bulunurlar ve kozmetik ve tuvalet
trlinlerinde  kontaminasyon ve bozulmaya neden olurlar (16, 30, 31,

www.wikipedia.org/wiki/Bronopol, Erisim tarihi: 09.06.2010).

Emiilsiyonlar igerisine %0.01-0.05, sampuanlar, dudak boyalar1 ve goz
kozmetiklerine ise %0.1 oraninda ilave edilir. Noniyonik deterjanlar bronopoliin

etkinligini azaltir. Parabenlerle birlikte kullanilmalidir (2).
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4.1.4. Diazolinidil Ure
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Sekil 4. Diazolinidil {irenin kimyasal yapisi

Formaldehit bilesenlerine en son eklenen koruyucudur. Cogunlukla topikal
ilaglarda, deterjanlarda, bebek 1slak mendillerinde, sivi sabunlarda, sa¢ bakim

tirlinlerinde ve kremler gibi kozmetik {irtinlerinde kullanilir (16, 27).

Cesitli pH araliklarinda etkilidir ve suda ¢oziiniir. Avrupa Birligi kozmetiklerde
maksimum kullanim konsantrasyonu olarak %0.5¢e izin vermistir. Tipik kullanim
konsantrasyonu 9%0.1-0.3’tiir. Gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi
aktivitesi ¢ok yiiksektir. Antifungal aktivite i¢in sik sik metil ve propil parabenle
birlikte kullanilir (16, 19, 31).

Kozmetik igerigindeki diger maddelerle uyumludur ve noniyonik surfaktanlar ve

proteinlerden etkilenmez (22).

Ayrica diazolinidil iireyle imidazolinidil iirenin yapilar1 benzedigi i¢in capraz

reaksiyona sebep oldugu yayimlanmistir (28).
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4.1.5. Benzil alkol

OH

Sekil 5. Benzil alkoliin kimyasal yapisi

Benzil alkol organik bir bilesiktir ve CgHsCH,OH formiiliiyle gosterilir.
Aromatik hos kokulu, renksiz bir stvidir (32,
www.wikipedia.org/wiki/Benzyl_alcohol, Erisim tarihi: 09.06.2010).

Benzil alkol, koruyucu, parfiim bileseni, ¢oziicli ve viskozite azaltici ajan olarak
cesitli kozmetik iirlinlerine ilave edilebilir. Bu kozmetik {iriinlerin igerisinde
sampuanlar, spreyler, durulama iirlinleri, fondéten gibi makyaj iirlinleri, yiiz krem ve
losyonlari, nemlendirici kremler ve losyonlar, parfiimler ve tirag sonrasi losyonlari

yer alir (32,33).

Genis pH araliginda etkindir. Suda ¢ok az ¢oziiniir (4g/100 ml) ve alkoller ve
dietil eterle iyi ¢oziiniir. Gram pozitif bakterilere karsi etkilidir ve gram negatif
bakteriler, mayalar ve kiiflere kars1 aktivitesi zayiftir (22,
www.ema.europa.eu/pdfs/vet/mrls/Benzylalcohol.pdf, Erisim tarihi: 09.06.2010
www.wikipedia.org/wiki/Benzyl_alcohol, Erisim tarihi: 09.06.2010).
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4.1.6. Dehidroasetik asit

Sekil 6. Dehidroasetik asitin kimyasal yapisi

Dehidroasetik asit, genellikle farmasotik ve kozmetik {irlinlerin iginde

antimikrobiyal ajan olarak kullanilir. Ugucu degildir ve genis spektrumludur (34).

Cogunlukla asidik pH’da etkilidir.  Fungisit ve bakterisittir (22,
www.wikipedia.org/wiki/ Dehydroacetic_acid, Erisim tarihi: 10.06.2010).

4.1.7. Propilen glikol

Ho/ﬁ/

OH

Sekil 7. Propilen glikoliin kimyasal yapis1

Propilen glikol organik bir bilesiktir ve C3HgO, formiiliiyle gosterilir. Renksiz, az
kokusu ve tadi olan, su, aseton ve kloroform ile Kkarisabilen sividir

(www.wikipedia.org/wiki/ Propylene_glycol, Erisim tarihi: 10.06.2010).
Nemlendirici, ¢oziicii ve viskozite artirici ajan olarak, rujlar, kremler, losyonlar,

makyaj triinleri, sampuanlar, ter onleyiciler, deodorantlar ve banyo kopiiklerininin

formiilasyonlarinda kullanilir (33).
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Baz1 preparatlarda propilen glikol miktar1 %70’e kadar yiikselebilir. Boylece
propilen glikol sadece bazi ter Onleyicilerde kullanilir. Konsantrasyon %25’in
tizerinde oldugunda propilen glikol antifungal ve antibakteriyel etkilidir. Topikal

ilaglarda “koruyucu” olarak kullanilabilir (19).
Escherichia coli, Pseudomonas ve diger bakterilere, Candida albicans,
Bityrosporum orbiculare ve diger dermatofit mantarlara kars1 antimikrobiyal aktivite

gosterir (19).

4.1.8. Sodyum benzoat

O O'Na*

Sekil 8. Sodyum benzoatin kimyasal yapisi

Soydum benzoat, benzoik asitin sodyum tuzudur ve NaCgHsCO, kimyasal
formiiliiyle gosterilir  (www.wikipedia.org/wiki/Sodium_benzoate, Erisim tarihi:
10.06.2010).

Beyaz kristal ya da graniiler tozdur. Suda benzoik asitten daha ¢ok ¢oziiniir.
Asidik pH’da ¢ok 1iyi ¢alisir ve mayalarin, kiiflerin ve bakterilerin tiremesini engeller
(35, 36).

Cogunlukla soda ve meyve suyu gibi gidalarda olmak tizere kozmetik ve

farmasotik triinlerde de kullanilir (36).
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4.1.9. Potasyum sorbat

O

/\/\)I\ O K*

Sekil 9. Potasyum sorbatin kimyasal yapisi

Potasyum sorbat sorbik asidin potasyum tuzudur ve CgH;O,K kimyasal
formiilityle gosterilir (www.wikipedia.org/wiki/Potassium_sorbate, Erisim tarihi:
10.06.2010).

Potasyum sorbat toz ve graniiler olarak islenebilir. Gida alanindaki

uygulamalarda sik sik kullanilir ¢iinkii suda ¢oziiniirliigi ¢ok iyidir (35).

Oncelikle gida koruyucusu olarak kullanilir. Kisisel bakim, sarap ve giday igeren
cesitli uygulama alanlarinda da etkilidir. Baz1 isletmeler bu koruyucuyu parabenlerin
yerine  kullanirlar.  Kif  ve  mayalarin  iremesini  engeller (37,

www.wikipedia.org/wiki/Potassium_sorbate, Erisim tarihi: 10.06.2010).
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4.1.10. Benzoik asit

OH

Sekil 10. Benzoik asidin kimyasal yapisi

Benzoik asit bir organik asittir, CsHsCOOH kimyasal formiiliiyle gosterilir ve
renksiz, kristal gibidir (13, www.wikipedia.org/wiki/Benzoic_acid, Erigim tarihi:
12.06.2010).

Farmasoétiklerde ¢ogunlukla, tek basma ya da diger koruyucularla birlikte
kullanilir. Benzoik asit, bal, mantar, kizilcik, kakao, fasulye, kayis1 gibi bir¢ok gida
da dogal olarak bulunur (13, 32).

Farmasotiklerin korunmasinda max. pH’mn 5.0 ve eger miimkiinse 4.0’dan asag1
olmas: tavsiye edilir. Oncelikle antimikotik ajan olarak kullamilir ve birgok maya ve

kiifii %0.05-0.1 konsantrasyonda inhibe eder (13, 35).
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4.1.11. Metilizotiazolinon ve metilkloroizotiazolinon
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Sekil 11. Metilisotiazolinon ve metilkloroisotiazolinonun kimyasal yapisi

Metilizotiazolinon/Metilkloroizotiazolinonun  (MI/MCI) ki izotiazolinonun
karisimindan ibarettir ve genis spektrumlu bir antimikrobiyaldir. MI/MCI
kombinasyonu genellikle 1:3 oraninda kullanilir (17, 38).

Metilizotiazolinon/Metilkloroizotiazolinonu kombinasyonu cok  disiik
konsantrasyonlarda bile gram pozitif ve gram negatif bakterilere, maya ve kiiflere
kars1 antimikrobiyal etkiye sahiptir. Konsantrasyonu 200 ppm {iizerinde oldugunda
irritandir ve hayvan deneyleri de giiglii bir allerjen oldugunu géstermistir (16, 39).

Metilizotiazolinon/Metilkloroizotiazolinonu kombinasyonu, sampuanlar,
kozmetikler ve 1slak mendilleri igeren leave-on ve rinse-off gibi kisisel bakim
tirtinlerinde ve kagit imalatlari, metal ¢aligmalar1 ve lateks boyamay:1 iceren endiistri

de kullanilir (17, 27).
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4.2. Koruyucu Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Bir kozmetik ya da farmasdtik iiriindeki koruyucunun gergek aktivitesini
saptamak olduk¢a zordur. Uriiniin formiil tasarimi yapildiginda, iiriine konulacak
koruyucularin  yeterince etkili olabilecekleri sdylenemez. Ciinkii koruyucu

aktivitesini formiilasyon faktorleri gibi birgok faktor etkilemektedir (11, 40).

1. Koruyucunun konsantrasyonu: Her koruyucunun etkili oldugu bir

konsantrasyon vardir ve aktivite konsantrasyonla dogru orantili olarak artar (5, 40).

2. Isik: Bazi organik ve anorganik koruyucular direkt giines 1sigma maruz
birakildiginda bozulabilirler. Bunu Onlemek i¢in secilen ambalaj materyalinin

ultraviyole 1sinlara engel olabilecek yapida olmasina dikkat edilmelidir (40).

3. Sicakhik: Ideal olarak, koruyucu maddeler farkli formiilasyon islemlerinde ve
kullanim sirasinda karsilastiklart sicakliga karst dayanikli olmalidir. Sicakligin

artmasiyla koruyucu etkinligi artar (1, 5, 40).

4. pH: Formiilasyonda koruyucunun antimikrobiyal etkisini ya da kimyasal
stabilitesini degistirir. Organik asit koruyucular benzoik asit, dehidroasetik asit ve
sorbik asittir ve bunlar diisik pH’da calisirlar. Benzil alkoliin antimikrobiyal
aktivitesi pH 5.0 civarindadir. Parabenlerin en 1yi antimikrobiyal aktivitesi ndtral pH

seviyeleridir. Bronopol diisiik pH’da antimikrobiyal aktivitelidir (11).

5. Ambalaj malzemeleri: Ambalaj malzemeleri koruyucuyu absorblayarak
aktivitenin degisimine neden olabilir. Benzoik asit, sorbik asit ve parabenler gibi
koruyucularin plastik kaplara absorbsiyonuna sik rastlanilir. Kauguk kapaklar,
fenolik koruyucular basta olmak lizere cesitli koruyucularin gegisine izin vererek

koruyucu etkinligini azaltir (1, 5).
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6. Coziiniirliik o6zellikleri: Mikroorganizmalar sulu fazda kolaylikla
cogaldiklarindan, sulu fazda etkili miktarda koruyucu bulunmalidir. Bu nedenle,
koruyucunun sudaki ¢oziiniirligli onemlidir. Emiilsiyonlar gibi, sulu ve yagh faz
igeren sistemlerde ise, koruyucu maddelerin bu ortamlardaki dagilabilirlik katsayisi

onem tasir (1, 11).

4.3. Kozmetik Uriinlerde Mikrobiyal Kirlenme

Mikroorganizmalar kozmetik iirlinlere hammadde, su, hava, ekipmanlar,

paketleme malzemeleri ve personelden bulasabilirler (41).

1. Hammadde ile kirlenme: Hammaddenin mikrobiyal kalitesinin diisiik olmasi,
kozmetik ve tuvalet {iriinlerinin kontaminasyonu i¢in uygun bir ortam olusturur.
Hammaddenin iyi kalitede olmasi ve etkin bir mikrobiyolojik kalite kontrol, iiretim
ortaminda ve bitmis iirlinde kontaminasyonu en aza indirir. En ¢ok mikrobiyolojik
kontaminasyon goriilen hammadde gruplari: dogal maddeler (bitki ekstreleri ve
konsantreleri), karbonhidratlar ve glikozitler, protein ve protein tiirevleri ve sudur (1,
14, 41).

Kozmetik ve tuvalet iirlinlerinde kullanilacak olan hammaddelerin dikkatli bir
sekilde kontrol edilmelerinin yani sira, kontamine olmayacaklari bir ortamda

saklanmalar1 gereklidir (1).

2. Su: Mikrobiyal kalitesi, ¢ok diisiik olan hammadde sudur. Pek ¢ok kozmetik
ve tuvalet Uriinii ig¢inde en ¢ok kullanilan hammadde su oldugundan, suyun

mikrobiyal kalitesi biiyiik nem tagir (1, 14).

Distilasyon veya deiyonizasyon ile hazirlanmis, iletkenligi diigiik olan su,
kimyasal olarak daha saf olmasina ragmen, daha fazla mikrobiyolojik zarar olusturur.
Kontaminasyonu en aza diisiirmek i¢in etkili bir islem yapilmadiginda, birka¢ giin
icinde su, yogun miktarda, baslangicta gram negatif ve gram pozitif bakteriler,

hemen arkasindan da cok gesitli bakteriler, kiif ve maya tiremesi gosterir. Sorumlu
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mikroorganizmalar koruyucu maddelere yiiksek derecede direngli olmadiklari gibi

cok ¢esitli organik bilesikleri substrat olarak kullanarak {iriin i¢inde ¢ogalirlar (41).

3. Kati maddeler : Kozmetik preparatin i¢ine konulacak kati maddeler gaz veya
isitma iglemlerinden gegirildikten sonra formiilasyona girmelidir. Aksi durumda
iirline konulmas1 gereken kati maddeler ( bentonit, kil, tebesir, kaolin) anaerop sporlu
basiller, kiifler veya gram negatif bakterilerin iiremesine imkan saglar. Bu iireyen

mikroorganizmalar iiriinii kullanilamaz hale getirir (41).

4, Cihazlar ve bina: Uretimde kullamlan cihazlar daima mikrobiyal
kontaminasyon riski tagirlar. Cihazdan bulasma, sadece iiretim tankindan degil,
tiretim sirasinda kullanilan borular ve transfer siselerinden de ortaya ¢ikabilmektedir.
Mikroorganizmalar spor formunda, 6zellikle plastik maddelerin yiizeylerinde ve
koselerinde sessiz  kalarak, ¢ogalmalart ig¢in gereken Kkosullarin olusumunu
bekleyebilirler. Ekipmanlarda en ¢ok bulunan bakteriler Pseudomonas spp.,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus spp.’dir. Tavanlarda ve duvarlarda ise
cogunlukla kiifler bulunur (14, 41).

5. Uretim sonras1 kirlenme: Bir iiriin aseptik sartlar altinda islem gérmiis ve
tretim sirasinda kontamine olmamis olsa bile, kaplara dagitildigi zaman hala
mikroorganizmalarla karsilasabilir. Uriiniin son paketlenmesi sirasinda da

kontaminasyon gergeklesebilir (41).

6. Kullanim sirasinda kirlenme: Basarili bir iiretim ve paketleme sonrasinda
bile tiiketici kullanimi siiresince iiriin kontamine olabilmektedir. insan viicudunun
normal florasinin bir kisminda mikroorganizmalar yer alir. Genis agizli bir
kavanozda bulunan krem veya losyona, tiiketicinin kirli parmaklarinin degmesi ile
mikroorganizmalar gegebilmektedir. Bundan bagka, sampuani daha uzun siire
kullanmak veya daha kolay alinmasini saglamak amaciyla, tiiketicinin su eklemesi
sonucunda {riin yine kontamine olabilmektedir. Ambalaj sekli {iriiniin tiiketici
kaynakli veya g¢evresel kontaminasyonuna karsi ¢ok 6nemli rol oynar (14, 41, 42,
43).
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7. Personel: Tesislerdeki en biiylik kontaminasyon kaynaklarindan biri de
personeldir. Kozmetik ve tuvalet {irlinlerinin {iretiminde gorev alacak personel,
hijyen kurallarina gore egitilmis olmalidir. Personel hijyeni yeterince yerine
getirilemezse, bitmis iiriine zararli mikroorganizmalarin bulasma olasilig1 artar.
Personelin  bulasict  bir hastaligit olmamali ve viicudunda acik yaralar
bulunmamalidir. Akne ve diger deri hastaliklarina sahip personel, kontaminasyon
riskini arttiracagindan, dikkatli olunmalidir. Personel, ¢alisma sirasinda, koruyucu
giysiler, bone ve eldiven giymelidir. Uretim alaninda giyilen bu kiyafetler disarida
giyilmemeli ve giinliik kiyafetlerinde icerde giyilmesine izin verilmemelidir. Uretim
ve dolum alanlarmmin hemen disinda el yikama bolimleri bulunmalidir. Ayrica,
giinlik giysileri degistirmek amaciyla hazirlanmis odalarda sigara igilmemeli,
yiyecek ve icecek tiiketilmemelidir. Gerektiginde, personel hijyeni gesitli testlerle

izlenebilmelidir (1, 7).

4.4. Mikrobik Kirlenmenin Steril Olmayan Kozmetikler ve Tuvalet Malzemeleri

Uzerindeki Kontrolii

Kozmetikler ve tuvalet malzemeleri de ilaglar gibi imalat esnasinda bir kalite

giivence sistemine tabi tutulmalidir. Uriin giivenligi;

1-Igerisine koruyucu maddelerin ilavesi,

2-Kontaminasyonu engelleyen paketleme teknikleri ile saglanir.

Steril olmayan endiistriyel iiriinler i¢erisinde mikroorganizmalar tim Onlemlere
ragmen iireyebilir. Onemli olan bu iiremenin miktaridir. O halde steril olmayan
tiriinlerin kabul edilebilir mikrobik kirlenme standartlart olmalidir. Bu konuda ilk
calismalar 1960’11 yillarda baglamstir. ilk uygulamalar, imalatin hijyenik bir ortamda
yapilmas1 ve igerisine koruyucu madde ilavesi ile sinirliydi. Bu yondeki ¢alismalar
20 yili askin bir siire devam ettikten sonra mikrobiyolojik kirlenme limitleri

olusmustur. Ancak bu limitler esnektir ve iilkeden iilkeye farklilik gdstermektedir

(7).
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Tiirkiye’de Saglik Bakanligi Kozmetik Yonetmeligi’nin kriterleri ise sOyledir:
Kozmetik iiriinlerin gram veya mililitresinde en fazla bulunabilecek mikroorganizma
miktarlari; bebekler i¢in kullanilan kozmetiklerde ve goz cevresi veya gozle temas
eden kozmetiklerde 100 mikroorganizma; agiz ¢evresinde kullanilanlarda ve diger

kozmetiklerde 1000 mikroorganizmadir (41).

Koruyucu maddelerin eklenmesi ile ilgili oneriler sunlardir:

Imalat ve bireysel kullanim asamasinda olusabilecek mikrobik kontaminasyonu
gidermek icin ortama koruyucu madde ilavesi gereklidir. Oncelikle iiretimde ve
kullanim da hangi tip mikroorganizmalarin kontaminasyon kaynagi olabilecegi ve
bunlara karsi hangi maddelerin etkili olabilecegi on c¢alismalarla belirlenmelidir.
Koruyucular, iiriiniin genel {iretim prosediiriinii bozmayacak sekilde uygulanmalidir.
Omegin, iriiniin yogunluguna ve biitiinliigiine zarar vermemelidir. Koruyucu
maddenin miktar1 ve ¢esidi iirlinden iiriine ve kontaminasyon etkeni tiirline gore

degiskenlik gosterir (7).

Kozmetik ve banyo {iriinleri mikrobiyal kontaminasyona agiktir. Bu yolla
yayilabilen mikroorganizmalardan bazilari: Clostridium tetani, C. perfringens,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

ve Pseudomonas aeruginosa’dir (7).

Bildirilen kontaminasyon olgular1 arasinda talk pudrasi ile yayilan C. tetani
infeksiyonlari, sik¢a kullanilan el kremleri aracihigi ile de P. aeruginosa
infeksiyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica g6z kozmetik iirtinlerinin sik¢a kullanildig: bir
bolge oldugundan infeksiyonlara agiktir. Bu bolgede genellikle Fusarium tiirleri hafif
seyirli infeksiyona neden olurlar. G6z bolgesinde P. aeruginosa infeksiyonlarina da
rastlanir. Ozellikle kontamine olmus maskara kullanimma bagl olarak kornea
tabakasinda infeksiyon olusur. Bu acgidan kozmetik ve banyo {iriinlerinin korunmasi

i¢in koruyucu maddelerin dogru segilmesi ve etkinliklerinin belirlenmesi gerekir (7).
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4.5. Kozmetik Uriinlerde Saptanan Mikrobiyal Flora

Son yillarda gerek ilaglar gerekse kozmetik preparatlarin  mikrobiyal
kontaminasyonlar1 giderek O6nem kazanmis ve bu konuda bilimsel g¢aligmalarin

yogunlagmasina neden olmustur (42).

Kozmetik tiriinlerden sampuanlarda: P. aeruginosa, diger Pseudomonaslar,
koliform basiller, Burkholderia cepacia; krem ve losyonlarda: P. aeruginosa,
Acinetobacter spp., Klebsiella spp., Bacillus spp., Enterobacter spp., ve kiif; tiras
kremlerinde: S. aureus ve Staphylococcus spp.; dudak boyalarinda: kiif; pudralarda:

kif iiremesi saptanmustir (14, 41).

Kozmetik {iriinlere bulasan mikroorganizmalar cesitli hidrolitik enzimleri
kullanarak, tiriinde bulunan maddeleri metabolize ederler. Bunun sonucunda triinde

renk degisimi, koku ve/veya gaz olusumu ve viskozite degisiklikleri gortiliir (41).

4.6. Koruyucularin Giivenlik Degerlendirmesi

Antimikrobiyal koruyucular mikroorganizmaya toksik oldugu kadar kullaniciya
da toksik olabilir. Koruyucular genelde diisiik konsantrasyonda kullanilirlar. Ancak
kozmetiklerin uzun siire kullanilmalar1 sonucu formiilasyonlarinda bulunan koruyucu
tiketicide akut toksik seviyeye ulasarak birikme neden olabilir. Bazi koruyucular
aminler ile ya da amidlerle reaksiyona girip karsinojenik nitrozaminleri olustururlar.
Ayni sekilde ¢oziindiigiinde serbest nitrit olusturan bronopoliinde karsinojenik

etkileri agisindan dikkatli kullanilmasi 6nerilmektedir (7).

Ancak fareler ve si¢anlar tizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda bronopolun

mutajenite olusturmadigi ve karsinojen etkisinin olmadig1 gosterilmistir (7).

Metil ve propil parabenin hayvanlarda yapilan deneylerinde mutajenik ve

karsinojenik olmadig1 gosterilmistir (18, 25).
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Klinik oncesi toksikoloji ¢alismalar1 diazolinidil iirenin géz ve ciltte irritasyon
olusturmadigin1 ve mutajenik, toksik, teratojenik, klastojenik olmadigin1 gostermistir
(44).

Sodyum benzoatin fare ve sicanlarda (175/mg/kg/giin), hamsterlarda
(300/mg/kg/giin) ve tavsanlarda (250/mg/kg/giin) teratojenik etkisinin olmadigi
bulunmustur (32). Sodyum benzoat ve benzil alkolin in vivo c¢alismalarda
genotoksik olmadigi ve uzun siireli karsinojenite calismalarinda da karsinojenik
olmadig1 gosterilmistir  (www.inchem.org/documents/sids/sids/BENZOATES.pdf,
Erigim tarihi:19.09.2010). Benzoik asitin mutajenite olusturmadigi bulunmustur (32).

Fenoksietanoliin Ames testte mutajenik olmadigi bulunmustur (45).

Potasyum sorbatin hamile fare (460/mg/kg) ve siganlarda (340/mg/kg) teratojenik
olmadig1 gozlenmistir (46). Ferrand ve ark. potasyum sorbat’in HeLa hiicrelerinde ve
plazmid DNA’larinda mutajenik ve genotoksik etkiye sahip olmadigini bulmuglardir
(47).

Metilizotiazolinon/Metilkloroizotiazolinonun (MI/MCI) karigimi igeren igme

suyu ¢aligsmasinin siganlarda karsinojenik olmadigi bulunmustur (48).

Kozmetiklerin iginde bulunan dehidroastik asitin ¢ok sayidaki klinik ¢aligmalarda
hemen hemen irritan, fototoksik, sansibilize olmadigr bulunmustur. Akut toksisite
caligmalar1 ise dehidroasetik asidin sicanlara oral yolla uygulandigi zaman biraz
toksik oldugunu gostermistir.  Cok sayidaki c¢alismalarda mutajenik olmadigi

bulunmustur (49).
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4.7. Koruyucu Etkinlik Testleri Hakkinda Genel Bilgiler

Koruyucu etkinlik testleri, kozmetik preparatlarin giivenilirliginde ve tiiketici

tarafindan kabul edilmesinde ¢ok 6nemli yer tutarlar (1).

Koruyucu etkinlik testi ya da challenge test, kozmetik iirlinleri ve farmasotik
triinlerde iiretim ya da tiiketici kullanimi sirasinda meydana gelen olasi
kontaminasyonu Onlemede uygun koruyucu ve onun minimum etkili oldugu

konsantrasyonu belirlemede kullanilmaktadir (11, 40, 50).

Uriine ¢ok az miktarda koruyucu konuldugunda, iiriiniin yapisinda fiziksel ve
kimyasal degisiklikler (renk, koku, viskozite gibi) ile tiiketicide mikrobiyal
kirlenmeye bagli infeksiyonlar goriilebilir. Bu nedenlerle, koruyucu etkinlik testleri,
iriiniin giivenle kullanilabilecegi konsantrasyonu se¢menin yani sira, iriiniin

fiyatinin gerektiginden fazla olmamasi i¢in de yapilmasi gerekli testlerdir (1).

Koruyucu etkinlik testleri, laboratuvarda, pilot iiretimde ve son iiriinde
yapilmalidir. Ayrica, segilen koruyucu sistemin kararliligi saklama siiresince yeterli
olmalidir. Kararlilik yeterli olmazsa koruyucu etkinliginde degisiklikler

gortlebilecegi gibi formiilasyonun kararlilig1 da bozulur (1).

Gilinliimiizde endiistride kullanilan koruyucu etkinlik testlerinin birka¢ metodu
vardir. Bu metodlar sunlardir: Amerikan Farmakopesi (United States
Pharmacopoeia-USP), Ingiliz Farmakopesi (British Pharmacopoeia -BP), Kozmetik
ve Tuvalet Koku Birligi (Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association-CTFA),
Japon Farmakopesi (Japanese Pharmacopoeia-JP), Avrupa Farmakopesi (European
Pharmacopoeia-EP) (1, 7, 11, 14).

Kozmetikler ve temizlik malzemeleri TGA (Toilet Goods Association) ve SCC
(The Society for Cosmetic Chemist) de belirtilen prensiplere gore test edilmelidir.
TGA’daki testlerde koruyucu iceren numuneler ve kontrol olarak koruyucu

icermeyen numuneler ile ¢alisilir. Formiilasyonlar minimum 28 giin siireyle kendi
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yapilarina ve istenilen kullanima gore incelenirler. Bir formiilasyonda 7 giin sonunda
fazla mikroorganizma saptanmasi onun yetersiz korundugunu diisiindiirebilir. 14.
giin sonunda tahmini karar, 28. giinde ise son karara varilir. SCC tarafindan 6nerilen
test organizmalar1 bakteri, maya ve kiiflerden olusur. Bakteriler 35-37°C, mayalar
32°C, kiifler ise 22-25°C’de inkiibe edilirler. BP ve USP’de test organizma, iiriine bir
kez inokiile edilir (tek inokiilasyon). Koruyucu etkinlik testlerinde bastaki test
organizmasinin Oldiiriilme oraninin belirlenmesi ile koruyucu aktivitesi tayin
edilmektedir. Uriine inokiilasyon yapilmasindan sonra gegen siire sonunda gram

basina diisen canli mikroorganizma sayist logaritmik hesaplanir (7).

Kullanilan yontemlerde, test 6rnegini farkli mikroorganizmalar ile bir araya
getirdikten sonra, test 6rneginde kalan, yasayan mikroorganizma sayisini belirlemek

tizere, farkli zamanlarda aerobik plak sayimi yapilarak koruyucu etkinligi saptanir

(D).

4.8. Koruyucu Etkinlik Testlerinde Kullamlan Mikroorganizmalar Hakkinda
Genel Bilgiler

Kozmetiklerin steril olma zorunlulugu yoktur. Ancak iiriinde bulunan
mikroorganizmalar diisiik sayida ve patojenik olmamali, liriiniin raf omrii icersinde
bozulmasina sebep olmamalidir (42). Kozmetikler mikroorganizmalarla kontamine
olursa, iirlinde bozulmaya ve eger patojenik mikroorganizma olurlarsa tiiketicide
ciddi saglik sorunlarina sebep olurlar (51). Insan saglig1 agisindan énem tasiyan ve
kozmetikte bulunmasi istenmeyen patojen mikroorganizmalar P. aeruginosa, E. coli,
S. aureus, Salmonella, Clostridium perfiringens ve diger Clostridium’lar, C. albicans
ve A. niger’dir (42).

Koruyucu etkinlik testi i¢in ideal mikroorganizmalar, iiretimde ki hatalardan ya
da tliketici kullanimindan kaynaklanan olasi kontaminantlar1 temsil eder. Ciinki

mikroorganizmalar firsat¢1 infeksiyonlara ve koruyuculara direng gelistirmeye sebep

olabilirler (52).
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Tablo 2: Kozmetik ve tuvalet iiriinlerinden izole edilen bazi mikroorganizmalar (43)

Bakteri Mayalar Kiifler

Gram pozitif:

Bacillus (spor formu) Candida Alternaria

Micrococcus Monilia Aspergillus

Sarcina Torula Cladosporium

Staphylococcus Zygosaccharomyces Fusarium

Streptococcus Geotrichum
Penicillium
Rhizopus

Gram negatif: Thamnidium

Acinetobacter Trichothecium

Alcaligenes

Burkholderia

Enterobacter

Escherichia

Proteus

Pseudomonas

Serratia

Inokiilasyonun P. aeruginosa ve A. niger’i kapsamasi tavsiye edilir ciinkii
formiilasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunda ¢ogu zaman rastlanilir ve antimikrobiyal

ajanlara nispeten direnglidirler (22).

Gram negatif bakterilerden, o6zellikle Pseudomonas spp., kullanilmamig
kozmetiklerden siklikla izole edilen mikroorganizmadir. Kullanilmis kozmetiklerden
cogunlukla ciltte bulunan ve siklikla kontaminasyona sebep olan mikroorganizmalar
stafilokok, difteroidler ve mikrokoklar izole edilirler. Ancak, maya ve kiiflerle hep
karsilasilir (50).
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Koruyucu etkinlik testlerinde genellikle kullanilan mikroorganizmalar sunlardir:

Bakteri: S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Bacillus subtilis, Streptococcus
feacalis, Salmonella choleraesuis, Proteus vulgaris.

Maya: C. albicans, Saccharomyces cerevisiae

Kaf: A. niger, Aspergillus oryzae, Trichophyton mentagrophytes, Penicillium

expansum, Cephalosporium spp.(1).

4.8.1. Staphylococcus aureus

Stafilokoklar gram pozitif kiire sekilli, sporsuz, hareketsiz, genellikle kapsiilsiiz
veya az miktarda kapsiil igeren fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Gram pozitif koklar
capt 0.5-1.5 um, tek, ¢ift, kisa zincirler seklinde goriilebilir. Cinse ait bir 6zellik
olarak bu kiireler kiimeler olusturarak iiziim salkimi seklinde goriiniirler. Optimal
tireme sicakliklar1 30-37°C’dir (53, http://www.mikrobiyoloji.org/TR, Erisim tarihi:
15.06.2010).

Staphylococcus cinsi i¢inde en 6nemli insan patojeni S.aureus’tur (54). Koagiilaz

testinin pozitifligi S. aureus’u insanda bulunan diger stafilokok tiirlerinden ayirir
(53).

S. aureus insanlarda birgok enfeksiyonlara neden olan bir bakteridir. Ortam
sartlarma dayanikli olduklarindan dogada ¢ok yaygindirlar. Insanlarda enfeksiyon
yapan patojen stafilokoklarin kaynagi yine insanlardir. Dogal olarak en fazla burun
ve bogaz boslugunda, insan ve hayvan diskilarinda, ciltte apseli yaralarda ve
sivilcelerde yogun olarak bulunurlar. Gidalarda ve gida isletmelerinde, elle gida
hazirlayanlarda, hastane personeli ve hastane ortamlarinda da yaygin olarak
bulunurlar. Nazal stafilokoklar, tasiyicilarla ¢evreye yayilarak tehlike olustururlar.
Tasiyict olan ve Ozellikle gida sektoriinde bizzat elleriyle gida hazirlayanlar

stafilokok besin zehirlenmelerinin 6nemli kaynagidirlar (55).
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Ciddi ve hayati tehdit edici enfeksiyonlar basta olmak {izere, antibiyotik se¢imi
ve kullaniminda bu mikroorganizmadaki yiiksek ve genis spektrumlu direng

nedeniyle sorunlar yasanmaktadir (56).

Kozmetik tirtinlerin koruyucu etkinlik test metodunda S. aureus kullanilir ¢linkii

bu mikroorganizma tiiketici i¢in tehlike yaratan yaygin kontaminantlardandir (52).

4.8.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, sporsuz, kapsiilsiiz ¢comakgiklardir. Cogu kez bir uglarinda bir
veya nadiren iki veya ii¢ adet kirpigi vardir ve ¢ok hareketlidirler. Gram negatif, 1.5-
3 wm uzunlugunda ve 0.5um genisliginde, ¢iftli veya kisa zincirler halinde goriilen

bakterilerdir (www.mikrobiyoloji.org/TR, Erisim tarihi: 15.06.2010).

Laboratuvarda rutinde kullanilan biitiin besiyerlerinde kolayca iirerler ve 3-5 mm
biiyiikliigiinde kenarlar1 diizensiz, iizeri diiz beta-hemolitik koloniler olustururlar.
Genellikle 30-37°C’ler de iirerler (53, www.mikrobiyoloji.org/TR, Erisim tarihi:
15.06.2010).

P. aeruginosa son yillarda artan insidansi, tirettigi viriilans faktorlerinin cesitliligi
ve siirekli yiikselen antibiyotik direng oranlariyla sik rastlanan, mortalite ve
morbiditesi yiiksek, tedavisi gii¢ infeksiyonlarin etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(57).

P. aeruginosa, farkli fiziksel kosullara uyum yetenegi yiiksek olan bir
mikroorganizmadir ve bu 6zellikleri ile hastane ortaminda 6nemli bir firsatg1 patojen
roliine sahiptir. Insanda, perine, aksilla, kulak gibi bélgelere kolonize olabilmektedir.
Nemli ortamlari tercih etmesi nedeniyle hastanelerde solunum destek sistemlerinde,

temizleme soliisyonlarinda, ilaglarda ve dezenfektanlarda tireyebilmektedir (58).
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P. aeruginosa, 6zellikle savunma mekanizmalarinin zayifladigr immiin yetmezlik
durumlarinda, malign ve metabolik hastaligi bulunanlarda, uzun siireli kemoterapi ve
radyoterapi alanlarda, yaslilarda ve agir yanik durumlarinda hastalik olusturan ve

daha ¢ok hastane infeksiyonlarina neden olabilen 6nemli bir patojendir (59).

Bilindigi gibi ¢ogu zaman rastlanan bir patojendir ve bir¢ok koruyucuya yiiksek

direng gosterir (52).

Amerikan Farmakopesi P. aeruginosa i¢in ATCC 9027 susunu onerirken, CTFA
ise P. aeruginosa ATCC 15442 ve ATCC 13338 suslarin1 6nermektedir (52).

4.8.3. Escherichia coli

Escherichia, Enterobacteriaceae familyas1 tyesidir (www.mikrobiyoloji.org,
Erigim tarihi: 15.06.2010).

E. coli peptonlu su, buyyon ve jeloz gibi zenginlestirilmemis besiyerlerinde
fakiiltatif olarak iirer. Optimal {ireme 37°C’de, ndtral reaksiyonda ve oksijen
varliginda olur. Bu kosullarda logaritmik lireme fazinda bakteri 20 dakikada ikiye

boliinebilir (jenerasyon iiresi) (53).
E. coli gram negatif comak seklinde sporsuz bir bakteridir. Logaritmik iireme
fazinda genellikle 2-4 um boyunda, ortalama 1 um eninde ise de eski kiiltiirlerde ve

bazen idrarda daha uzun filamanlar seklinde goriilebilir (53).

Birgok koliform bakteri kolayca biosit direnci gelistirebilir. Enterobacter,

Klebsiella ve Proteus spp. bazen E. coli yerine kullanilir (52).

CTFA ve Amerikan Farmakopesi yontemlerinde E. coli ATCC 8739 susunu
tavsiye etmektedir (52).
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4.8.4. Candida albicans

Kandida tiirleri doku ve kiltlirlerde oval sekilli ve 10-12 um ¢apinda dkaryotik
mikroorganizmalardir. Kandidalar maya hiicreleri veya yalanci hifler yapar ve
tomurcuklanarak c¢ogalirlar. Tomurcuklanma ile meydana gelen yavru hiicre ana
hiicrenin aynisidir ve ana hiicreden ayrilabilir ya da ayrilmaz. Ayrilmayan hiicre

tomurcuklar1 zincir yaparak yalanci hif olusturur (60).

C. albicans; agiz mukozasinda, deride ve vajende normal florada bulunabilir.
Infeksiyonun gelisimi icin mantara ve konaga ait faktorler dnemli rol oynar. Insanda
Candida infeksiyonlarnin en az %90’1 C. albicans tarafindan geri kalani C.
parapsilosis, C. tropicalis ve baslica bazi tiirler tarafindan olusturulur. Direkt Gram
peparatlarinda C. albicans gram pozitif, tomurcuklanan, S5um ¢apinda oval mayalar
olarak goriliir. Gram pozitif boyanan yalanci hifler izlenir. Cogu kez bolmeli

misellerde bulunur (61).

Koruyucu sistemlerde hem mayalarin direncini gosterir hem de patojeniktir.
Amerikan Farmakopesi ATCC susundan 10231°1 tavsiye ederken, CTFA spesifik bir
ATCC susu tavsiye etmemektedir (52).

4.8.5. Aspergillus niger

Aspergillus tiirleri dogada kif halinde bulunur, bunlar dimorfik mantar

degillerdir. V seklinde ¢atallanma gosteren septali hiflere sahiptir (62).

Aspergillus cinsine ait mantarlar dogada yaygin olarak hemen her yerde
bulunurlar. Bu etkenlerin ¢ogu saprofit olmakla birlikte, dzellikle bazi tiirleri insan
ve hayvanlarda allerjik reaksiyonlara, 6nemli lokal ve sistemik infeksiyonlara neden
olmaktadir (63). Aspergillus tiirlerinin salgiladigi ¢esitli proteazlar konak¢inin

bariyer yapisini bozarak dokuda mantarlarin yayilimini saglarlar (53).
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A. niger genellikle kontaminant bir tiir olarak kabul edilmekle birlikte, immiin
yetmezligi olan canlilarda diger etkenlerle birlikte ikincil olarak bazi infeksiyonlara

neden olabilmektedir (63).

Farmasotik iiriin bilesimlerinde Penicillium ve Aspergillus spp. gibi filament6z
mantarlar biliyiik bir kontaminasyon sebebidir. Amerikan Farmakopesi A. niger
ATCC susundan 16404’i tavsiye ederken, CTFA A. niger ATCC 9642 susunu
tavsiye etmektedir. Ayrica CTFA, A. niger ATCC 9644 susunu da Onerir (52).

4.9. Sa¢ Kozmetikleri Hakkinda Genel Bilgiler

Insanlarin dis goriiniimii ve kendilerine olan giivenlerinin saglanmasinda giizel ve
piriizsiiz  bir cilt gorinimi kadar saglarinda Onemli roli vardir (64,
www.huksam.hacettepe.edu.tr/Turkce/SayfaDosya/kozmetikler_ve kadin.pdf,
Erigim tarihi: 15.03.2010).

Modern diinyada giderek siklasan ticari, sosyal, bireysel iligkilere de insanlarin
birbirini etkileme istegi sa¢ bakimi ve temizli§inin de dnemini arttirir. Insanlarin
saglikli ve bakimli saglara sahip olmasi ve sa¢ stili onlarin i¢inde bulunduklar
ortamlarda olumlu etki birakir. Ancak giinliik yasantimiz i¢inde tarama, fircalama ve
kurutma gibi uygulamalar sonucunda ya da g¢evresel faktorlerin etkisi ile saglarimiz
hasar gorebilir. Diizenli bir sa¢ bakimi ve sa¢ kozmetiklerinin akilct kullanimi ile bu
hasar azaltilarak iyi bir sekilde muhafaza edilmesi saglanabilir (64,
www.huksam.hacettepe.edu.tr/Turkce/SayfaDosya/kozmetikler ve kadin.pdf,Erisim
tarihi: 15.03.2010).
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Sag¢ bakim tirtinleri 4 ana grupta toplanabilir: (65)
1. Temizlik amaciyla kullanilanlar:
Sampuanlar
2. Saga sekil veren preparatlar:
2. 1. Gegici sekil verici ve sekli koruyucular:
* Sag kremleri
* Joleler
 Koptikler
* Losyon ve ¢ozeltiler
* Biryantinler
* Spreyler
2. 2. Kalict sekil veren preparatlar:
* Perma preparatlari
* Sac diizelticileri
3. Renk degistirici preparatlar:
* Sag rengini agicilar
* Sag¢ boyalari
4. lyilestirici sa¢ bakim iiriinleri:
* Losyonlar

 Tonikler
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4.9.1. Sampuanlar

Sac1 ve sag¢ derisindeki yaglar1 temizleme, kepek, kir ve kokuyu giderme, insanin
en temel ihtiyaglarindandir (3). Sampuanlar, genel anlamiyla sag1 ve kafa derisini
temizleme iiriinleridir. Modern terminolojide ise, temizlemenin yani sira sagin iyi
sekillenmesini saglayan maddelerle sa¢ ve sagli deri hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan maddelerdir. Viicudun korunmasinda sa¢in, dolayisiyla sampuanlarin
onemli bir yeri vardir. Temel amaglari, saca ve sagli deriye zarar vermeden

kirliliklerin uzaklastirilmasidir (65).

Kozmetik miistahzarlar arasinda en komplike olan karisimlar sampuanlardir.
Kozmetik sanayinde sampuan formiillerini miikemmellestirmek ve saglar i¢in daha

elverisli bir hale getirmek amaciyla devamli olarak yeni maddeler kullanilmaktadir

(3).

Sampuan en yaygin olarak kullanilan kozmetik iiriindiir denilebilir. Sag bakim
triinleri pazarinda satiglarin yaklasik %50’si sampuanlara aittir. Bunun baslica
nedeni, sa¢ giizelligi ve bakimina verilen 6nemden ¢ok artik sa¢ temizliginde en ¢ok
kullanilan {iriin olmasidir. Belli bir kesim i¢in sadece temizlik amacgl kullanilan
sampuanlar, glinlimiizde baz1 kesimler i¢inse artik estetik kaygilarla sag1 beslemeye,
korumaya, sartlandirma gibi 6zel amaglara yonelik ya da kepek, psoriasis, sa¢
dokiilmesi gibi hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan medikal etkin maddeler icin

tastyict olarak kullanilmaya baslanmistir (65).

Gilintimiiz tiiketicisi artik sampuanlardan genel fonksiyonundan daha fazlasini
beklemektedir ve kozmetik bir fayda talep etmektedir. Sag¢in kolay taranmasi, statik
elektrik ile yiiklenmemesi, kolay sekil verilmesi, yikandiktan sonra parlak ipeksi

saclar istenmektedir (65).
Ozel amagli sampuanlarda, yiizey aktif maddeler, sekil verici maddeler, viskozite

ve pH ayarlayici ajanlar, koruyucu maddeler gibi temel sampuan maddelerine

ilaveten vitaminler, protein hidrolizatlar ve aloe vera jeli gibi amaca uygun daha
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bagka maddeler de bulunmaktadir. Sartlandirict maddelere verebilecegimiz diger
ornekler: yag asitleri amidleri (lauramid DEA), esterler ve trigliseridler (glikol
stearat, PEG-150 distearat, jojoba yagi1), kuaterner amonyum bilesikleri (setil trimetil
amonyum kloriir), protein tiirevleri (hidroliz edilmis hayvansal protein), amfoterik
maddeler (oleil betaine), lanolin tiirevleri (PEG-75 lanolin), propilen glikol, gliserin,
setil alkol, silikon tiirevleridir (65).

Etken maddesi anyonik olan sampuanlar ve etken maddesi katyonik olan sag
kremleri icerikleri nedeniyle “kuvvetli irritan” 6zellik gosterirler. Buna bagli olarak
da mikroorganizma iiremesinin az olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak, i¢lerine konan

diger yardimec1 maddelerin hemen hepsi mikroorganizmalarin iiremesi i¢in uygun

besinlerdir (66).

Koruyucu olarak sampuan formiillerine metil/propil paraben, bronopol,
imidazolinidil tre, benzil alkol ve formaldehit eklenmektedir. Formaldehit kullanimi
yerini baska maddelere birakmigtir. Sampuan formiillerine boyar maddeler,

parfiimler ve EDTA gibi agir metalleri baglayict kompleks olusturucular eklenir (2).

Sampuanlar kullanildigi zaman sulandirilir, ¢abucak yikanir ve bu yiizden
genellikle basin derisiyle temas siiresi kisadir. Bu faktorler sampuanin duyarlilik

etkisini azaltir (67).

4.10. Kozmetik Uriinlerde Yapilan Kararhhk Testleri

Kozmetik ve tuvalet iiriinlerinin, {iretimleri sirasinda, kullaniciya sunulduklarinda
ve rafta bekledikleri siire boyunca etkilerinde bir degisiklik olmamali, beklenmeyen

yan etkiler olusturmamalidir (1).

Kararlilik testlerinin amaci, iiriin igin saklama kosullar1 ve raf Omri
belirlenmesinde kullanilabilecek verileri elde etmektir. Kararlilik-ge¢imlilik test
programi yapilirken, testin amaclari agik¢a tanimlanmali ve test belirlenen amaglara

etkin yolla ulasacak sekilde diizenlenmelidir. Biitiin kararlilik testlerinde standart bir
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program uygulamak etkili olmaz. Test sonuglarinin en kisa siirede alinabilmesi i¢in
hizlandirilmis test kosullar1 kullanilir. Hizlandirilmis kosullar asagidaki sekilde

gruplandirilabilir:

1. Yiiksek sicakhk: Saklama sicakligindaki her 10°C’lik artis, reaksiyon hizinin
iki katina ¢ikmasina neden olarak degisiklik olusma hizini arttirir. Hizlandirilmis test
sonuglarini degerlendirmek igin, en az ii¢ farkli sicaklikta ¢alisilir. Genel olarak 4°C,
25°C, 37°C ve 45°C’de calisilir. Bu konuda 6nemli olan, birbirinden yeterince farkl

sicaklik araliklarini segmektedir (1).

2. Yiiksek nem: Yiiksek nemde yapilan testler, genellikle ambalajin iiriinii
korumadaki etkinligini test etmek amaciyla yapilir. Bu amagla en fazla %80 rolatif
nemde c¢alisilmast Onerilir. Yiiksek nem igeren ortamlarda calisirken, sicakligida
yiikseltmek gerekir. Bu nedenle, testlerin yapildig1 ortam kosullari, 37°C-%80 rolatif

nem olarak diizenlenir (1).

3. Donma/isinma testleri: Cozelti, emiilsiyon, krem ve diger sivi yar1 kati
preparatlarda yapilmasi istenen bir testtir. -30°C ile oda sicakligi, 24 saat siireyle
degistirilerek yapilir. En az 6 dongli yapilmasi Onerilir. Kontrol preparatlari
kullanilarak, emiilsiyon kararlilig1, kristalizasyon, ¢okme ve bulaniklik gibi durumlar

incelenir (1).

4. Isik etkisi: Uriinler, rafta veya kullanim sirasinda 1518a maruz kaldiklar igin,

151k etkisinin arastirilmasi gereklidir (1).
5. Mekanik testler: Uygun titresim aletiyle, birkag saat gibi kisa bir siirede

yapilan bu testler, toz ve graniiler preparatlarda ayrisma olup olmayacagini ve

emiilsiyonlarda kararlilig1 test etmek amaciyla yapilir (1).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. GEREC
5.1.1. Mikroorganizmalar

Bu c¢alismamizda kullanilan mikroorganizma kokenleri Marmara Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Escherichia coli ATCC 8739

Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus niger ATCC 16404

5.1.2. Besiyerleri

Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck)
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Merck)
Potato Dekstroz Agar (PDA) (Merck)
5.1.3. Cozeltiler

% 0.1 peptonlu su

% 0.9 NaCl

% 0.9 NaCl ve % 0.1 pepton ¢ozeltisi

5.1.4. Sampuan

Calismamizda kullanilan koruyucu eklenmemis sampuanin pH’st 5.80 olup,

Biota Laboratuvarlari’ndan temin edilmistir.
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5.1.5. Koruyucular

Calismamizda kullanilan A koruyucusu % 4.50-5.50 bronopol, % 4.50-5.50
propil paraben, % 13.50-16.50 metil paraben ve % 72.50-77.50 fenoksietanol

karigimindan olusur ve Veser Kimyevi Maddeler A.S.’den temin edilmistir.

B koruyucusu % 18-22 diazolinidil iire, % 18-22 sodyum benzoat ve % 9-11
potasyum sorbat karisimindan olusur ve Parkoteks Kimya San. ve Tic. Ltd. Sti.’den

temin edilmistir.

C koruyucusu % 80 + 1.0 fenoksietanol, % 12 + 0.5 benzoik asit ve % 8 + 0.3
dehidroasetik asit karisimindan olusur ve International Corp. Tiirkiye Subesi’den

temin edilmistir.
D koruyucusu % 31 + 1.0 propilen glikol, % 13 + 0.5 benzil alkol ve % 1.25 +
0.1 metilizotiazolinon ve metilkloroizotiazolinon karistmindan olusur ve

International Corp. Tiirkiye Subesi’den temin edilmistir.

A koruyucusu pH 4.50 — 8.50 arasinda stabil olup, % 0.3- 0.7 konsantrasyonda

kullanilir ve propilen glikol, etanol ve asetonda ¢oziiniir.

B koruyucusunun kullanildigi bitmis tiriiniin pH’1 3.00 — 7.00 arasinda olmalidir.

Bu koruyucu % 0.2- 1.0 konsantrasyonda kullanilir ve propilen glikolde ¢oziiniir.

C koruyucusu pH< 6.00 altinda, % 0.3- 1.0 konsantrasyonda kullanilir. Su bazli

sistemlerde Onerilen miktarinda kullanildiginda ¢6ziinir.

D koruyucusu pH< 8.00 altinda, % 0.10- 0.12 konsantrasyonda kullanilir.

Propilen glikolde ¢6ziindir.
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Sampuan propilen glikol ve su ihtiva ettigi i¢in, sampuan bazina g¢alismada
kullanilan koruyucular ayr1 ayr1 3 farkli konsantrasyonda (ticari olarak belirlenmis

konsantrasyonun alt ve iist sinirlari ile sinirlar arasinda kalan miktarlar) eklenmistir.

5.1.6. Kimyasal Maddeler

NaCl;, (Merck)
Pepton (Merck)
Polisorbat 80 (Merck)
Distile Su

39



5.1.7. Cihazlar ve Geregler

Hassas terazi (Precisa)

Etiiv (Binder-Niive)

Pastor Firmi (Binder)
Otoklav(Hirayama)

Mikroskop (Olympus)

Otomatik pipetler (5-50 mikrolitre, 100-1000 mikrolitre) (Brand)
Plastik Pastor pipeti (3ml’lik) (Isolab)
Otomatik pipet uglari (sari-mavi) (LP)
pH metre (WTW)

Enjektor (2.5, 5, 10 ml) (Hayat)

Petri kutular1 (Firat Plastik)

Santriflyj (Niive)

Manyetik Karistirict (IKA)

Mekanik Karistirici (IKA)

Buzdolabi (Argelik)

Derin dondurucu (Ugur)

Su banyosu (Niive)

Otoklav poseti (Isolab)

McFarland Cihazi (Biosan)

Idrar beheri (Firat Plastik)

Steril plastik tiip (LP)
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5.2. YONTEM
5.2.1. Amerikan Farmakopesi (USP)

Amerikan Farmakopesi, triinleri sahip olduklart kabul kriterlerine gore 4 farkli
kategoriye ayirir. Bu kategorilerden (1) enjektabillari, (2) topikal kullanilan triinleri,

(3) oral kullanilan tirtinleri ve (4) su bazli yapilan antiasitleri igerir (68).

Calismamizda kullanilan sampuan kategori (2)’de yer alir. Uriinler agz1 kapali

kaplarda 22.5 + 2.5°C’de muhafaza edilir (68).

Testte Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Escherichia coli ATCC 8739, Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus
niger ATCC 16404 kokenleri kullanilir. Mikroorganizma kokenlerinden taze
kiiltiirler hazirlanir. Bakteriler TSA’da 32.5 + 2.5°C’de 18-24 saat, maya SDA’da
22.5 + 2.5°C’de 44-52 saat ve kiifler ise SDA’da 22.5 + 2.5°C’de 6-10 giinde iiretilir.
Bakteri inokiilasyonunda steril FTS (%0.9 NaCl,), kiif inokiilasyonunda ise % 0.05
polisorbat 80 iceren steril FTS kullanilir. Her mikroorganizma igin inokiilasyon
miktar1 % 1°i asmamalidir ve her iiriin 10°- 10° kob/gr mikroorganizma ve kiif sporu
ile inokiile edilmelidir. 0., 14. ve 28. giin {irtinlerden ekim yapilir. Degisiklikler her
mikroorganizma i¢in ml basina {reme gbzlenen koloninin  logaritmik

degerlendirilmesiyle olur (68).
Bakterilerde 14. giinkii sayimda baslangic sayimindan en az 2 logaritmalik

azalma olmali, 28. giinkii sayimda 14. giine gore artis olmamalidir. Maya ve kiifte ise

14. ve 28. giinkii sayimlarda baglangi¢ sayimina gore artis olmamalidir (68).
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5.2.2. ingiliz Farmakopesi (BP)

Ingiliz Farmakopesi iiriinleri dért kategoriye ayirir. Kategori 1°de parenteral ve
oftalmik preparatlar, kategori 2’de oral preparatlar, kategori 3’te topikal preparatlar
ve kategori 4’te de kulak preparatlar1 yer alir. Calismamizda kullanilan sampuan

kategori 3 altinda yer almaktadir (69).

Testte Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus niger ATCC 16404 kokenleri
kullanilir. Teste hazirlikta bakteriler TSA besiyerine ve mantarlarda SDA besiyerine
pasajlanir. Bakteri kiiltiirleri 30-35°C’de 18-24 saat, C. albicans 20-25°C’de 48 saat
ve A. niger 20-25°C’de 1 hafta ya da 1yi sporulasyon saglanana kadar inkiibe edilir.
Bakteriler ve C. albicans sodyum kloriir (%0.9 NaCl,) ve pepton (%0.1) igeren steril
suda inokiile edilir ve ml basina mikroorganizma miktar1 10® olarak ayarlanir. A.
niger’de kiiltiir hiicreleri %0.05 polisorbat 80 ve sodyum Kloriir (%0.9 NaCl,) i¢eren
steril suda, ml basma diisen spor miktar1 10® olarak ayarlanir. Her mikroorganizma
icin inokiilasyon miktar1 % 1°i asmamalidir ve her iriin 10°- 10° kob/gr
mikroorganizma inokiile edilmelidir. Inokiilasyon yapilmus iiriinler 1s1ktan uzakta ve
20-25°C’de muhafaza edilmelidir. Uriinin gram: ya da ml’si basina diisen
mikroorganizma miktari, inkiibasyondan sonraki 48. saat, 7., 14. ve 28. giinlerde

hesaplanir (69).
Topikal tirtinler i¢in, bakterilerde 48 saat iginde, baslangi¢ sayimina gére en az 3

logaritmalik azalma olmalidir ve 7., 14. ve 28. giinlerde artis olmamalidir.

Mantarlarda ise 14. giinde 2 logaritmalik azalma ve 28. giinde artis olmamalidir (69).
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5.2.3. Japon Farmakopesi (JP)

Japon Farmakopesi kozmetik iiriinleri i¢inde iki kategoriye ayirir. Kategori 1 su
bazli iirlinleri igerir. Kategori 1’de kendi iginde ayrilir. Kategori 1A injeksiyonlar1 ve
diger steril parenteral iiriinleri, kategori 1B steril olmayan parenteral driinleri ve
kategori 1C’de su bazli oral iirlinleri igerir. Kategori 2 su bazli olmayan, yag iginde
su emiilsiyonu gibi, tiriinleri igerir. Calismamizda kullanilan sampuan kategori 1B’de
yer alir (70).

Testte Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Escherichia coli ATCC 8739, Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus
niger ATCC 16404 kokenleri kullanilir. Mikroorganizma kokenlerinden taze
kiiltiirler hazirlanir. Bakteriler TSA’da 30-35°C’de 18-24 saat, maya PDA’da 20-
25°C°de 40-48 saat ve kiif ise PDA’da 20-25°C’de 1 hafta ya da iyi sporulasyon
saglanana kadar inkiibe edilir. Hiicreler steril peptonlu suda (%0.1) siispanse edilir
ve ml basina mikroorganizma miktar 10% olarak ayarlanir. A. niger’de kiltiir
hiicreleri %0.05 polisorbat 80 igeren steril peptonlu suda (%0.1) inokiile edilir ve ml
basina diisen spor miktar1 10® olarak ayarlanir. Her mikroorganizma igin inokiilasyon
miktart %1°i asmamalidir ve her iiriine 10°- 10° kob/gr mikroorganizma inokiile
edilmelidir. Uriin konulan kaplar 20-25°C’de ve 1siktan uzakta muhafaza edilmelidir.
Uriiniin gram1 ya da ml’si basina diisen mikroorganizma miktari, inkiibasyondan

sonraki 0., 14. ve 28. giinlerde hesaplanir (70).
Bakteriler icin 14. gilinde inokiilum miktarindan en az %1’lik azalma ve 28.

giinde 14. gilinkii sayimdan daha az veya ayni miktarda olmali, mantarlar icin ise 14.

ve 28. giinlerde baglangi¢ sayimina gore ayni veya daha az olmalidir (70).
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5.2.4. Koruyucularin Hazirlanmasi

Baz olarak hazirlanan sampuanin 500°er graminin iizerine her koruyucudan 3
farkli konsantrasyonda, ticari olarak belirlenmis konsantrasyonun alt ve st sinirlar
ile smirlar arasinda kalan miktarda eklenmistir. Koruyucularin eklenecek miktarlar
cok az oldugu icin eklemeler hassas terazide yapilmistir. Numuneler mekanik
karistiricida 800 rpm’de 15 dk. karistirilir. Sampuan kopiigiiniin dinmesi igin 1 gece
bekletilir.

Tablo 3: Sampuan bazina eklenen koruyucu miktarlar

Koruyucu Eklenecek
Koruyucu | Konsantrasyonu | Koruyucu Bazi | Sampuan Baz1 | Koruyucu Miktari
(%) (ml) (ml) (ml)
0.30 99.70 500 1.50
A 0.50 99.50 500 2.51
0.70 99.30 500 3.52
0.20 99.80 500 1.00
5 0.60 99.40 500 3.02
1.00 99.00 500 5.05
0.30 99.70 500 1.50
c 0.65 99.35 500 3.27
1.00 99.00 500 5.05
0.10 99.90 500 0.50
° 0.11 99.89 500 0.55
0.12 99.88 500 0.60

A koruyucusu: % 4.50-5.50 bronopol, % 4.50-5.50 propil paraben, % 13.50-
16.50 metil paraben ve % 72.50-77.50 fenoksietanol. B koruyucusu: % 18-22
diazolinidil ire, % 18-22 sodyum benzoat ve % 9-11 potasyum sorbat. C
koruyucusu: % 80 + 1.0 fenoksietanol, % 12 + 0.5 benzoik asit ve % 8 + 0.3
dehidroasetik asit. D koruyucusu: % 31 £ 1.0 propilen glikol, % 13 + 0.5 benzil
alkol ve % 1.25 £ 0.1 metilizotiazolinon ve metilkloroizotiazolinon karisimindan

olusur.
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Koptigi dinen sampuanlar steril vidali kapakli tiiplere 10’ar gram olarak tartilir.

Deney siiresince numuneler 1s1ktan uzakta oda sicakliginda bekletilir.

5.2.5. Deneyin Yapihisi

Deneye baslamadan oOnce bakteriler, maya ve kiif, farmakopelerde belirtilen
onceden hazirlanmis besiyerlerine pasajlanir. Hazirlanan taze kiiltiirlerden bakteri,
maya ve kiif sporlar1 farmakopede belirtilen sulandirim soliisyonu iginde McFarland
0.5 (1x10% bulanikligina ayarlanir. Mikroorganizma siispansiyonlarindan 100 pl
almarak vidali kapakli tiiplerdeki sampuan numunelerine inokiile edilir.
Numunelerden farmakopelerde belirtilen zamanlarda ve belirtilen soliisyonlarda, 1
gram numune Karistirilarak ve uygun oranda diliisyon yapilarak, 6nceden hazirlanmig
besiyerlerine yiizeye ekim (0.1 ml) yapilir. Ekim yapmadan 6nce numuneler 2000
rpm’de 1-2 dk. kanistirtlir.  Ekim yapilan besiyerlerinde bakteriler farmakopelerde
belirtilen inkiibasyon kosullarinda bekletilir. Inkiibasyonun ardindan koloniler
sayilarak, ml’deki mikroorganizma sayilart bulunur ve farmakopelerde belirtilen

oranlarda azalma olup olmadigi incelenir.
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6. BULGULAR

Koruyucu igermeyen sampuan bazi ve koruyucu igeren sampuanlara sterilite testi

yapilmis ve iireme gozlenmemistir.

Kozmetik preparatlarda koruyucu etkinligin saptanmasinda Amerikan, ingiliz ve
Japon Farmakopesi Onerilerine gore denecyde kullanilan mikroorganizmalar uygun
soliisyonlarda siispanse edilip inokiilasyon yapilmistir. Farmakopelerdeki koruyucu
etkinlik test yontemine gore yapilan mikroorganizma inokiilasyon miktarlart Tablo

4’de gosterilmistir.

Tablo 4: Mikroorganizma inokiilasyon miktarlari

Mikroorganizma Sampuan érneklerindeki mikroorganizma sayisi (kob/ml-g)
Amerikan Ingiliz Japon
Farmakopesi Farmakopesi Farmakopesi
S.aureus 3.6x10° 1.6x10° 5.4x10°
E.coli 1.5x10° 3.0x10°
P.aeruginosa 3.7x10° 5.0x10° 4.6x10°
C.albicans 1.6x10° 1.2x10° 5.3x10°
A.niger 2.8x10° 7.5x10° 1.8x10°

Amerikan Farmakopesine gore sampuan Orneklerinde mikroorganizma sayisi

(kob/ml-g) Resim 1., 2., 3., 4. ve 5.’de gosterilmistir.
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Staphylococcus aureus
ATCC 6538
SF 1/100.000

100 yl ekim

Resim 1. Staphylococcus aureus’un Amerikan Farmakopesi’ne gore yapilan baglangi¢ inokiilasyonu

Escherichia coli
ATCC 8739
SF 1/1.000.000
100 yl ekim

Resim 2. Escherichia coli nin Amerikan Farmakopesi’ne gore yapilan baglangi¢ inokiilasyonu
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Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027

SF 1/1.000.000

100 yl ekim

Resim 3. Pseudomonas aeruginosa’nin Amerikan Farmakopesi’ne gore yapilan baglangic

inokiilasyonu

Candida albicans
ATCC 10231
SF 1/1.000.000
100 yl ekim

Resim 4. Candida albicans in Amerikan Farmakopesi’ne gore yapilan baglangi¢ inokiilasyonu
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Aspergillus niger
ATCC 16404
SF 1/1.000.000
100 yl ekim

Resim 5. Aspergillus niger’in Amerikan Farmakopesi’ne gore yapilan baglangi¢ inokiilasyonu

Sampuan bazina %0.30, 0.50, 0.70 oranlarinda eklenen A, %0.20, 0.60, 1.00
oranlarinda eklenen B, %0.30, 0.65, 1.00 oranlarinda eklenen C ve %0.10, 0.11, 0.12
oranlarinda eklenen D koruyucular1 S.aureus, E.coli, P.aeruginosa, C.albicans ve
A.niger’e kars: etkili bulunmustur. Amerikan, ingiliz ve Japon farmakopelerine gére

yapilan koruyucu etkinlik test yontemleri arasinda bir fark gézlenmemistir.
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Tablo 5:

koruyucularin test glinlerindeki ekim sonuglari

Amerikan Farmakopesi

koruyucu etkinlik

test metoduna gore

Mikroorganizma Sayisi (kob/ml-g)

Koruyucu | Konsantrasyon | Mikroorganizma
% 0. giin 14. giin 28. giin

S. aureus 1.0x10° <50 <50

E. coli 2.5x10° <50 <50

0.30 P. aeruginosa 8.3x10° <50 <50
C. albicans 1.2x10° <50 <50

A.niger 2.4x10° <50 <50

S. aureus 3.2x10* <50 <50

E. coli 1.3x10* <50 <50

A 0.50 P. aeruginosa 1.0x10* <50 <50
C. albicans 4.8x10* <50 <50

A.niger 3.8x10° <50 <50

S. aureus 1.1x10* <50 <50

E. coli 1.0x10° <50 <50

0.70 P. aeruginosa 3.2x10° <50 <50
C. albicans 7.4x10° <50 <50

A.niger 1.6x10° <50 <50

S. aureus 5.2x10% <50 <50

E. coli 3.0x10° <50 <50

0.20 P. aeruginosa 6.3x10° <50 <50
C. albicans 6.4x10° <50 <50

A.niger 4.0x10* <50 <50

S. aureus 9.2x10° <50 <50

E. coli 8.3x10" <50 <50

B 0.60 P. aeruginosa 1.0x10* <50 <50
C. albicans 2.5x10* <50 <50

A.niger 7.0x10° <50 <50

S. aureus 4.5x10° <50 <50

E. coli 4.8x10* <50 <50

1.00 P. aeruginosa 7.5x10° <50 <50
C. albicans 5.4x10° <50 <50

A.niger 1.3x10* <50 <50
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Tablo 5 (devam): Amerikan Farmakopesi koruyucu etkinlik test metoduna gore

koruyucularin test giinlerindeki ekim sonuglari

Mikroorganizma Sayisi (kob/ml-g)

Koruyucu | Konsantrasyon | Mikroorganizma
% 0. giin 14. giin 28. giin

S. aureus 9.3x10" <50 <50

E. coli 6.0x10° <50 <50

0.30 P, aeruginosa 8.2x10° <50 <50
C. albicans 5.5x10° <50 <50

A.niger 2.8x10" <50 <50

S. aureus 1.0x10° <50 <50

E. coli 4.0x10* <50 <50

C 0.65 P. aeruginosa 7.4x10* <50 <50
C. albicans 1.3x10° <50 <50

A.niger 1.0x10* <50 <50

S. aureus 2.6x10° <50 <50

E. coli 2.5x10° <50 <50

1.00 P. aeruginosa 3.5x10* <50 <50
C. albicans 1.0x10* <50 <50

A.niger 1.5x10° <50 <50

S. aureus 7.5x10* <50 <50

E. coli 7.2x10" <50 <50

0.10 P. aeruginosa 1.0x10° <50 <50
C. albicans 4.6x10° <50 <50

A.niger 5.4x10° <50 <50

S. aureus 1.2x10* <50 <50

E. coli 4.3x10* <50 <50

D 011 P. aeruginosa 3.0x10" <50 <50
C. albicans 8.5x10" <50 <50

A.niger 3.2x10° <50 <50

S. aureus 8.6x10° <50 <50

E. coli 3.6x10° <50 <50

0.12 P. aeruginosa 2.3x10* <50 <50
C. albicans 1.0x10* <50 <50

A.niger 3.0x10* <50 <50
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Tablo 6: Ingiliz Farmakopesi koruyucu etkinlik test metoduna gore koruyucularin

test gilinlerindeki ekim sonuglart

Mikroorganizma Sayisi (kob/ml-g)

Koruyucu | Konsantrasyon | Mikroorganizma
% 0. giin | 48. saat | 7. giin | 14. giin | 28. giin

S. aureus 6.2x10°| <50 | <50 | <50 <50

P. aeruginosa 2.6x10° | 2.5x10° | <50 | <50 <50

0.30 C. albicans 2.0x10°| <50 | <50 | <50 <50

A.niger 1.3x10°| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 55x10°| <50 | <50 | <50 <50

A P. aeruginosa 4.0x10*| <50 | <50 | <50 <50
0.50 C. albicans 1.3x10*| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 1.0x10°| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 3.6x10° <50 <50 <50 <50

P. aeruginosa 3.6x10°| <50 | <50 | <50 <50

0.70 C. albicans 50x10%| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 8.3x10°| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 2.0x10° <50 <50 <50 <50

P. aeruginosa 8.2x10%| <50 <50 <50 <50

0.20 C. albicans 75x10*| 1x10% | <50 | <50 | <50

A.niger 3.8x10°| 1x10% | <50 | <50 <50

S. aureus 4.3x10° <50 <50 <50 <50

B P. aeruginosa 6.0x10% | <50 <50 <50 <50
0.60 C. albicans 6.0x10*| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 7.1x10*| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 5.8x10% | <50 <50 | <50 <50

P. aeruginosa 7.1x10°| <50 <50 <50 <50

1.00 C. albicans 14x10°| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 5.0x10%| <50 | <50 | <50 <50
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Tablo 6 (devamu): ingiliz Farmakopesi koruyucu etkinlik test metoduna gore

koruyucularin test glinlerindeki ekim sonuglari

Mikroorganizma Sayisi (kob/ml-g)

Koruyucu | Konsantrasyon | Mikroorganizma

% 0. giin | 48. saat | 7. giin | 14. giin | 28. giin

S. aureus 6.1x10°| <50 <50 <50 <50

P. aeruginosa 5.0x10° | 4.0x10° | <50 | <50 <50

0.30 C. albicans 1.2x10°| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 5.3x10%| 4.5x10 | <50 | <50 <50

S. aureus 8.3x10°| <50 | <50 | <50 <50

C P. aeruginosa 45x10*| <50 <50 <50 <50

0.65 C. albicans 6.1x10*| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 7.6x10°| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 5.6x10°| <50 <50 <50 <50

P. aeruginosa 4.0x10*| <50 | <50 | <50 <50

1.00 C. albicans 1.4x10*| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 4.0x10°| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 4.0x10*| <50 | <50 | <50 <50

P. aeruginosa 1.7x10°| <50 | <50 | <50 <50

0.10 C. albicans 1.0x10°| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 9.0x10*| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 45x10*| <50 <50 <50 <50

D P.aeruginosa  |4.0x10*| <50 | <50 | <50 | <50

0.11 C. albicans 3.4x10%| <50 | <50 | <50 | <50

A.niger 6.7x10°| <50 | <50 | <50 <50

S. aureus 1.2x10°| <50 | <50 | <50 <50

P. aeruginosa 4.3x10*| <50 <50 <50 <50

0.12 C. albicans 3.0x10°| <50 | <50 | <50 | <50

A. niger 6.0x10%| <50 | <50 | <50 <50
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Tablo 7: Japon Farmakopesi koruyucu etkinlik test metoduna gore koruyucularin

test gilinlerindeki ekim sonuglart

Mikroorganizma Sayisi (kob/ml-g)

Koruyucu | Konsantrasyon | Mikroorganizma
% 0. giin 14. giin 28. giin

S. aureus 2.7x10° <50 <50
E. coli 6.0x10° <50 <50
030 P. aeruginosa 3.0x10° <50 <50
C. albicans 9.6x10* <50 <50
A.niger 3.1x10* <50 <50
S. aureus 1.3x10* <50 <50
E. coli 3.7x10* <50 <50
P. aeruginosa 1.6x10* <50 <50

A 0.50 5 2
C. albicans 1.5x10 <50 <50
A.niger 7.0x10° <50 <50
S. aureus 1.0x10° <50 <50
E. coli 3.0x10° <50 <50
P. aeruginosa 5.7x10° <50 <50

0.70 : 2
C. albicans 1.0x10 <50 <50
A.niger 2.4x10° <50 <50
S. aureus 8.3x10° <50 <50
E. coli 7.9x10° <50 <50
0.20 P. aeruginosa 8.2x10* <50 <50
C. albicans 7.3x10* <50 <50
A.niger 5.0x10* <50 <50
S. aureus 8.0x10° <50 <50
E. coli 4.1x10° <50 <50
o 0.60 P. aeruginosa 1.3x10* <50 <50
C. albicans 5.0x10° <50 <50
A.niger 8.1x10° <50 <50
S. aureus 4.0x10* <50 <50
E. coli 7.0x10* <50 <50
100 P. aeruginosa 3.4x10° <50 <50
' C. albicans 4.6x10° <50 <50
A.niger 1.5x10* <50 <50

54




Tablo 7 (devam) : Japon Farmakopesi koruyucu etkinlik test metoduna gore

koruyucularin test glinlerindeki ekim sonuglari

Mikroorganizma Sayis1 (kob/ml-g)

Koruyucu | Konsantrasyon | Mikroorganizma

% 0. giin 14. giin 28. giin

S. aureus 1.7x10° <50 <50

E. coli 5.4x10° <50 <50

P. aeruginosa 4.6x10* <50 <50

0-30 C. albicans 6.0x10* <50 <50

A.niger 9.1x10* <50 <50

S. aureus 1.0x10° <50 <50

E. coli 3.0x10* <50 <50

P. aeruginosa 3.1x10° <50 <50

C 065 C. albicans 2.3x10°* <50 <50

A.niger 6.5x10" <50 <50

S. aureus 4.9x10* <50 <50

E. coli 6.4x10° <50 <50

100 P. aeruginosa 6.0x10? <50 <50

C. albicans 4.9x10° <50 <50

A.niger 7.2x10° <50 <50

S. aureus 6.3x10° <50 <50

E. coli 6.0x10* <50 <50

010 P. aeruginosa 7.0x10* <50 <50

C. albicans 6.1x10* <50 <50

A.niger 4.8x10° <50 <50

S. aureus 7.0x10% <50 <50

E. coli 7.1x10% <50 <50

D 011 P. aeruginosa 4.5x10* <50 <50

' C. albicans 8.1x10* <50 <50

A.niger 1.0x10* <50 <50

S. aureus 6.5x10* <50 <50

E. coli 8.2x10° <50 <50

01 P. aeruginosa 5.4x10° <50 <50

' C. albicans 5.0x10° <50 <50

A.niger 7.3x10° <50 <50
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7. TARTISMA ve SONUC

Mikrobiyolojik bakimdan iyi kalitede bir preparatin hazirlanmasi en ¢ok aseptik
sartlarda saglanabilirse de, kozmetiklerin tatbik edildigi bolgelerin normal
mikrobiyal florasi oldugundan steril sartlarda hazirlanmas: gerekli olmayip,
mikroorganizma sayisinin smirlandirilmasi ve koruyucu ilave edilmesi gerekir.
Kozmetiklere katilan koruyucular; uygun olmayan pH degerleri ile yapimda bulunan
dogal ve sentetik makromolekiillere ya da plastik kaplara baglanarak etkinliklerini
kaybederler. Bu nedenle iiretici, bitmis preparatin yeterince korundugundan emin
olmalidir (3).

Koruyucu sistemlerin yeterli ve uygun olmasi, sadece iiretim sirasinda
mikrobiyal kontaminasyonu oOnlemekle kalmamali, kullanim sirasinda kolayca
bulasabilecek mikroorganizmalarin sayillarim1 6nemli Ol¢lide azaltmalidir. Ayrica,
renksiz, kokusuz olmali, toksik etkisiyle, irritan etkisi olmamali ve genis
antimikrobiyal spektruma sahip olmalidir. Ayrica tiiketici igin giivenilir olmasi, etken

ve yardimc1 maddelerle ge¢imli olmasi arzulanir (3).

Uygun ve yerinde kullanilan koruyucu, dogru paketleme ile {iriinde
kontaminasyon riskini azaltir. Koruyucular, kozmetik formiilasyona ilave edildiginde
tiikketicinin kullanim1 boyunca tiriiniin biitiinliiglinii muhafaza etmeli, raftaki dayanma
sliresini uzatmali ve imalat siiresince olan mikrobiyal gelismeyi onlemelidir. Ancak
ilave edilen koruyucunun %100 mikrobiyal kontaminasyonu engellemesi miimkiin
degildir (3, 71).

Koruyucunun gecerliligini muhafaza etmesi i¢in formiilasyonda koruyucu se¢imi
sirasinda, mutlaka pH goz Oniline alinmalidir. Noétral veya zayif alkali kozmetik
preparatlar i¢ine, koruyucu olarak sadece asit pH araliginda etkili olan koruyucu

madde ilave edilemez (3).
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Propilen glikol koruyucu ya da penetrasyonu arttirict olarak kullanilir. Hem

allerjik, hem irritan reaksiyonlara neden olur (72).

Ozdemir ve ark. (42) kozmetik preparatlarda 13g/I’lik konsantrasyonda
kullanilan propilen glikoliin ve 6,51g/I’lik konsantrasyonda kullanilan potasyum
sorbatin C. albicans’in {iremesine engel oldugunu bulmuslardir. Propilen glikol ve
potasyum sorbat kombinasyonunun ise 10g/I’lik konsantrasyonda C. albicans’in
tiremesini inhibe ettigini saptayarak ve koruyucu kombinasyonlarinin sinerjik etkisini
gozlemlemislerdir. Calismamizda kullanilan D koruyucusu % 31+1.0 propilen glikol,
%13+0.5 benzil alkol ve %1.25+0.1 metilizotiazolinon ve metilkloroizotiazolinon
karisimindan olusur ve %0.10, 0.11 ve 0.12 konsantrasyonlarinda C. albicans’in
tiremesini inhibe etmistir. B koruyucusu %18-22 diazolinidil ire, % 18-22 sodyum
benzoat ve %9-11 potasyum sorbat karigimmdan olusur ve % 0.20, 0.60 ve 1.00
konsantrasyonlarinda C. albicans’in iiremesini inhibe etmistir. Ozdemir ve ark.

sonuclartyla bizim sonuglarimiz benzerlik gostermektedir.

Koruyucu kombinasyonlarinin antimikrobiyal aktivitesi belirgin sekilde aciktir.
Kozmetik iriinlerin  bilesimlerinin  ve ortam kosullarimin da mikrobiyal
kontaminasyonu etkiledigi bilinmektedir. Iki veya daha fazla sayida koruyucunun bir
araya getirilmesiyle olusturulan sistemler, hem o sistemin aktivitesini arttiracak hem
de koruyucu konsantrasyonu diiseceginden bunlarin istenmeyen etkilerinin de 6niine

gecilmis olacaktir (5).

Kozmetik {iriinlerden sampuanlarda: P. aeruginosa, diger Pseudomonaslar,
koliform basiller, Burkholderia cepacia iiremesi gozlenmektedir (41). Sree-iam ve
ark. (73) %1°1ik paraben konsantrasyonun (%210 metil paraben ve %2 propil paraben)
sudaki mikroorganizmalara kars1 etkili oldugunu ve parabenlerin aktivitesinin EDTA
ile sinerjik etkili oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda propil paraben (%4.50-
5.50) ve metil paraben (%13.50-16.50) igeren A koruyucusu bronopol (%4.50-5.50)
ve fenoksietanol (%72.50-77.50) ile birlikte kullanilmis ve koruyucu etkinligin

saptanmasinda kullanilan Amerikan, Japon ve Ingiliz Farmakopesi Onerisi test
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mikroorganizmalar1 olan S.aureus, E.coli, P.aeruginosa, C.albicans ve A.niger’e

kars1 etkili bulunmustur.

Rahalli ve ark. (74) benzoik asidin bakteri ya da C. albicans’in azalmasina kars1
onemli bir etkiye sahip olmadigmi, ancak sorbik asit ve benzil alkol ile
kombinasyonun C.albicans, P.aeruginosa ve E.coli’nin inhibisyonunda sinerjik etki
gosterdigini ve bu li¢ koruyucunun ayrica A. niger’in iiremesini azaltarak sinerjik
etkiye sahip olduklarmi bildirmislerdir. Calismamizda benzoik asit (%12+0.5),
fenoksietanol (%80+1.0) ve dehidroasetik asit (%8+0.3) iceren C koruyucusu,
koruyucu etkinligin saptanmasinda kullanilan Amerikan, Japon ve Ingiliz
Farmakopesi Onerisi test mikroorganizmalar1 olan S.aureus, E.coli, P.aeruginosa,

C.albicans ve A.niger’e kars1 etkili bulunmustur.

Metilizotiazolinon/Metilkloroizotiazolinon (MI/MCI) diisiik konsantrasyonlarda
bile cok etkilidir. Bu koruyucu sistemi ¢esitli endiistriyel uygulamalarin, tuvalet ve
kozmetik iiriinlerinin korunmasinda yaklasik yirmi yildir siklikla kullanilmaktadir.
MI/MCI kobinasyonunun gii¢lii duyarlilik etkisi yillardir bilinmektedir (75).
Calismamizda kullandigimiz D koruyucusu propilen glikol (%31+1.0), benzil alkol
(%13+0.5) ve metilizotiazolinon ve metilkloroizotiazolinon  (%1.25+0.1)
karistmindan ~ olusur.  Diisiik  konsantrasyonda  metilizotiazolinon  ve
metilkloroizotiazolinon karisimi igeren D koruyucusu, koruyucu etkinlik test
mikroorganizmalar1 olan S.aureus, E.coli, P.aeruginosa, C.albicans ve A.niger’e

kars1 etkili bulunmustur.

Amerika Birlesik Devletlerinde MI/MCI kobinasyonunun kozmetik iriinlerde
izin verilen kullanim orani leave-on {irlinlerde 7,5 ppm iken rinse-off iriinlerde 15
ppm’dir. Japonya’da ise rinse-off {irinlerde 15 ppm kullanilmasina izin verilmisken

leave-on iiriinlerde kullanimina izin verilmez (75).
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Samadi ve ark. (76) Ingiliz ve Amerikan Farmakopelerininin her ikisine gore, géz
damlalarinda kullanim esnasinda mikrobiyal kontaminasyonun Onemini ve
koruyucularin  antimikrobiyal etkisini belirlemeye calismislardir. Tim g6z
damlalarinda her iki farmakopeye gore antimikrobiyal etkinlik testinde benzer
sonuclar bulmuslardir. Calismamizda kullanilan tiim koruyucularin denenen
konsantrasyonlart Amerikan, Ingiliz ve Japon Farmakopelerine gore etkili
bulunmustur. Farkli Farmakopelerin karsilastirildigl ¢alismamizda kozmetik preparat
kullanilmasin karsin, Samadi ve ark. c¢alismasinda kullandiklar1 g6z damlasi

preparatlarinda saptadiklar1 sonuglara benzer sonuglar bulunmustur.

Bu bulgularimizin 15181 altinda:

Bir koruyucunun karakteristik en onemli 6zelligi giivenilirligidir. Biyolojik
olarak aktif maddeler olduklar icin toksik, irritasyon yapict ve duyarlilik riskleri
vardir. Uzun siireli kozmetik iiriin kullanimi tiiketicide koruyucularin kiimiilatif etki
yaratmasina Sebep olabilir. Koruyucularin yiiksek kullanim oran1 hem tiiketicide
irritasyon yapabilir hem de isletmeye maliyet olarak etki eder. Bir kozmetik iiriin
bilesiminde kullanim yiizdesi en fazla olan hammadde sudur ve mikrobiyolojik
kontaminasyona oOzellikle egilim gosterir. Koruyucularm Farmakopede belirtilen
antimikrobiyal etkinlik test yontemlerine gore degerlendirilmesini ve iiriine konulan
koruyucularin etkili oldugu minimum kullanim oraninin Saptanarak kullanilmasi

gerektigi goriisiindeyiz.

Sampuanlarda genellikle gram negatif bakteriler (P. aeruginosa ve diger
Pseudomonas tiirleri, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae) iirer. Suda
¢oziinmeyen paraben gibi koruyucular suda siklikla bulunan P. aeruginosa gibi
bakterilere kars1 etkili kilmak igin {irin formiilasyonuna mutlaka fenoksietanol ya da
bronopol gibi suda ¢oziinebilen koruyucular ilave edilmeli, dogru secilen etkin

koruyucu kombinasyonlar ile sinerjik etki saglanmalidir.

Calismamizda kullanilan 4 farkli koruyucunun test mikroorganizmalarina karsi

genis spektrumlu antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
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Ticari olarak tiiketiciye sunulan kozmetik iiriinlerde kullanilan koruyucularin
etkin olduklar1 mikroorganizmalar ve tiriinlin son kullanim tarihlerinin ve 6zellikle
saklama kosullarinin iirtin  etiketinde belirtilmesinin  ve her formiilasyon
degisikliginde de tiriinlerde koruyucu etkinlik testlerinin yapilmasinin insan sagligi

ve iiretici firma i¢in gerekliligini diisiiniiyoruz.
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