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OZET

CILT RENGINI ACICI YENI KREM FORMULASYONU GELISTIRILMESI ve
IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Mustafa Kutlu KAYTAN

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Kozmetoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2020
Damigman: Dr.Ogr.Uyesi Murat Sami BERKMAN

flag ve kozmetik sanayileri satis verilerine gore ciltte olusan kahverengi lekeler
hastalarin ve kozmetik kullanicilarinin en ¢ok rahatsizlik duydugu konularin
basinda gelmektedir. Melasma olarak da adlandirilan bu leke problemi i¢in farkl: etkin
maddeler kullanilarak formiilasyonlar gelistirilmis ve bu konuda ¢6ziim amaglh ¢esitli
secenekler ortaya ¢ikmistir. Tirozinaz inhibitorleri, melanozoma transferini azaltan
ajanlar, bakir iyonlari ile selat olusturan etkin maddeler ve kimyasal soyucular gibi
gruplar melasma tedavisinde ¢ok etkili sonuglar sunmaktadir. Bu gruplarin i¢indeki bazi
etkin maddeler bitkisel kokenli iken, digerleri sentetik olarak gelistirilmis ve etki/yan
etkileri incelenerek tasarlanmis gruplardir. Arbutinin dikkat cekici ozelligi ise
Hidrokinon benzeri etki ile tirozinaz inhibisyonu yapmasina ragmen daha az yan etki
gostermesidir. Bu baglamda hem sentetik hem de bitkisel kokenli etkin maddelerin etki
mekanizmalari, yan etkileri ve tasiyici sistemlerin gelistirilmesi noktasinda yapilacak
caligmalar, ¢6zlim agisindan hayati 6nem arz etmektedir. Ayrica retinoik asit gibi deri
yenilenmesini hizlandiran asidik maddeler cilt rengini agmalarina ragmen deri iizerinde
yaptiklar1 tahrig ile hasta uyumunu zorlastirmaktadir. Tiim bu sebepler ciltte tahris
yapmayan ve hasta uyumunu artiran bir formiilasyon gelistirilmesini zorunlu kilmistir.

Bu ¢alismanin amaci, bitkisel kdkenli bir etkin madde olan arbutin i¢eren, bazik pH
yapist ile deri yenilenmesinde (deskuamasyon) asidik oOzellikteki formiilasyonlara
alternatif olarak gosterilebilecek yeni bir formiilasyon tasarlamak ve standart olarak
gosterilebilecek 6zellikteki bu formiilasyonu kullanima sunmaktir.
Anahtar Sozciikler: Arbutin, Melanin, Tirozinaz inhibitorii, Melasma, Cilt lekesi,

Krem.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND IN VITRO EVALUATION OF A NEW SKIN WHITENING
CREAM FORMULATION

Mustafa Kutlu KAYTAN

Department of Pharmaceutical Technology
Department of Cosmetology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December 2020
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Murat Sami BERKMAN

According to the sales data of pharmaceutical and cosmetics industries, brown spots
on the skin are the most disturbed issue of patients and cosmetic users. Various options
have emerged for this purpose with the development of formulations with different active
substances to overcome this stain problem which is also known as melasma. Groups such
as tyrosinase inhibitors, melanosome transfer reducer agents, chelating active ingredients
with copper ions and chemical peelers offer very effective results in the melasma
treatment. Some active ingredients in these groups are vegetable origin and the others are
synthetically developed and designed by the investigation of the effects/side effects.
Arbutin acts as a tyrosinase inhibitor like hydroquinone with few side effects. In this
context, the action mechanism, side effects and carrier systems development studies of
active substances of both synthetic and plant origin ingredients are vital for the problem
solution. In addition, acidic substances such as retinoic acid, which accelerate the skin
regeneration make patient harmony difficult despite the whitening of the skin. All these
reasons necessitated the development of a new formulation that does not irritate the skin
and increases patient compliance.

The purpose of this study is to develop a new formulation containing an herbal
origin active ingredient Arbutin. This standard formulation with alkaline pH structure can

be used as an alternative to the skin regenerative (desquamation) acidic formulations.

Keywords: Arbutin, Melanin, Tyrosinase Inhibitor, Melasma, Skin Blemish, Cream.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgilin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligsma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Mustafa Kutlu KAYTAN
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1. GIRIS ve AMAC

Deri, viicudumuzun en biiyiik organidir (Biiyiikkoroglu, 1998). Yaklasik 2.0 m?
olan ylizey alan1 (Jungueira ve Carneiro, 1993) ve 10 kg agirlig1 (Yazan, 1996) ile viicut
agirhigiin yaklasik %15’ini olusturur. Derinin kalinlig1 0.5-3.0 mm kadardir. Hareket
etmeye imkan verebilecek kadar esnek ve uyarilar1 algilayabilecek derecede incedir.
Biitiin viicudu fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal dis etkenlere kars1 korur (Biiyiikkoroglu,
1998). Viicut sicakliginin korunmasinda bir termostat gibi rol oynar. Ayrica UV 1sinlarina
kars1 iyi bir koruma saglar. Derinin yiizeyi bir asit mantosuyla kaplidir ve pH’s1 5.2-5.6
arasindadir. Ayrica yiiksek miktarda kalsiyum iyonu (yaklasik 1.0 mg/g doku) igerir.
Bunlardan baska deri, viicudu antijenik uyarilardan korur. Immiin sistemin bir pargasi
olarak ¢alisan derinin bu boliimiine deri ile iligkili lenfoit doku (SALT, skin associated
lymphoid tissue) denir.

Deri yaslanmasi, 6zellikle kozmetik ve saglik agisindan otuzlu ve daha iistii yas
grubundaki kisilerin yogun olarak etkilendikleri durumlardan biridir. Dogal ya da
cevresel etmenlere bagli olarak gelisen deri yaslanmasi sonucu deride goriilen kuruluk,
kirigiklik, esneklik kayb1 ve istenmeyen lekelenme sorunlar1 her zaman kozmetoloji ve
dermatolojinin konusu olmusg ve hastalarin ¢6ziim bekledikleri 6nemli konularin basinda
gelmistir.

Calismamizda, melasma tedavisinde altin standart olarak kabul edilen, Kligman,
Pathak ve Westerhoof formiillerinde yer alan ve tahris yapici hidrokinon maddesine ve
yine ciltte tahrig yapan asit pH’ya alternatif 6zellikte ve yan etkileri daha az olan bitkisel
arbutin etkin maddesini igeren, bazik pH 06zellikli bir tasiyict sistem hazirlanarak en
yiiksek hasta ve kozmetik kullanicist memnuniyeti saglayacak formiilasyon tasarlanmasi
amaclanmistir. Projenin sonunda hedeflenen, melasma tedavisinde ve ciltteki kahverengi
lekeleri agmada basarili olan, kararlilik sorunlari olmayan, deri yenilenmesinde ve derinin
epitel tabakasinin iri veya ufak parcalar halinde dokiilmesinde (deskuamasyon) asidik
Ozellikteki formiilasyonlara alternatif olarak gosterilebilecek tahris ve dermatit gibi yan
etkileri minimalize edilmis, kullanimi1 kolay, standart kabul edilebilecek etkin ve giivenli

bir formiilasyon gelistirmek ve kullanima sunmaktir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Melasma

Bir cilt yaslanmasi olarak melasma, yiiz bolgesinde ve giines maruziyeti ile agik ve
koyu kahverengi tonlarinda (Gorsel 2.1) gelisir (Kwon vd., 2016). Kadinlarda daha
yaygindir. Hasta popiilasyonu bildirilen olgularda %10 erkek ve %90 kadin olarak
gerceklesmektedir. (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Giiney ve Dogu Asya kokenli
kisiler Fitzpatrick deri tipi 4-5 olarak adlandirilirlar ve yogun ultraviyole (UV)
radyasyona maruz kaldiklar1 i¢in daha sik rastlanan gruptadirlar. (Grimes, 1995).

Patojenisi heniiz tam olarak anlagilmamasina ragmen cilde uygulanan girisimsel
islemler, kronik UV maruziyeti, baz1 besinler, over tiimorleri, intestinal parazitozlar,
hormon replasman tedavileri, bazi kozmetikler, foto duyarlastiric1 ilaclar, oral
kontraseptif ve steroid kullanimi, inflamasyonu tetikleyen durumlar, stres, gebelik ve

genetik, tetikleyici faktorler arasinda sayilabilir (Handel, Miot ve Miot, 2014).

Gorsel 2.1. Alin, yanaklar, burun, iist dudaklar ve ¢eneyi isgal eden lekeler (Sehgal vd., 2011)

Bireyler arasi cilt rengindeki farklilik ve gesitliligin ana sebepleri UV 1sinlarina
maruziyet, genetik faktorler, cildimizde yer alan pigmentler ve ¢evresel faktorlerdir.
Epidermiste yer alan melanin, cilt rengini etkileyen temel pigment olarak kabul edilir. Bu
nedenle melanin sentezini saglayan melanositlerin sayisi, melanojenik aktivite, melanin
tipi, melanozomlarin biiyiikliigii, sayisi ve dagilimi da cilt rengini belirleyen 6nemli

faktorlerdendir (Rawlings, 2006).



Melasma hastaliginda genetik faktdrler ve UV 1sinlarina maruz kalma temel

faktorlerdir (Algin Yapar, 2017). UV 1smlart maruziyetiyle deride renk koyulagmasi

yapan olusumlar;

melaninin oksidasyon ve polimerizasyonu,

melanozomlarin dagiliminin degisimi,

melanositlerde melaninin artmasini saglayan enzimin aktivasyonu,

melanosit uyarict hormon saliniminin artmasi ve

derinin UV radyasyondan zarar gormesini engellemek icin melaninin
epidermisin iist kisimlarina transferidir (Coelho vd., 2009; Yamaguchi, Brenner
ve Hearing, 2007).

Gliniimiiz estetik ve gilizellik anlayisinda cildin parlak, kirisiksiz ve lekesiz bir

goriintiide olmasi popiilerlik kazanmis bir olgudur. Bu nedenle ciltte olusan kahverengi

lekeler olarak adlandirdigimiz Melasma kabul edilmeyen bir estetik ve giizellik sorunu

olarak ¢oziim arayislarinin odaginda yer almaktadir.

2.2. Melasma Tedavisinde Kullanilan Etkin Maddeler

Melasma tedavisinde kullanilan etkin maddeler ya da cilt beyazlatici ajanlar

yapilaria ve etki mekanizmalarma gore ikiye ayrilir (Algin Yapar, 2017).

Yapilarina gore;

kimyasal kokenli tirozinaz inhibitorleri (hidrokinon vb.),

dogal bilesikler (bitki ve alg kaynakli),

anti-oksidan etkili bilesikler,

vitaminler (Vitamin A, B, C ve E),

peptidler,

alfa ve beta hidroksi asitler ile tiirevleri olarak siniflandirilabilir (Kamakshi,
2012).

Etki mekanizmalarina gore ise;

melanin sentezi Oncesi (melanozomlarin yapi ve fonksiyonlarini degistirme,
transkripsiyon inhibisyonu veya glikosilasyon inhibisyonuna) etkili ajanlar.
Ornegin tretinoin,

melanin sentezi sirasinda (tirozinaz inhibisyonu, peroksidaz inhibisyonu, reaktif
oksijen siipiiriiciileri, lipidler) etkili ajanlar. Ornegin hidrokinon, arbutin, kojik

asit, azeleik asit, vitamin C, vitamin B5, glutatyon,



e melanin sentezi sonrasi (melanozom transfer inhibisyonu, melanin dispersiyonu)
etkili ajanlar. Ornegin alfa hidroksi asitler (glikolik, laktik, sitrik, malik, piruvik
ve salisilik asitler) ve bunlarin tiirevleri, vitamin B3 (Briganti, Camera ve
Picardo, 2003).

2.3. Tirozinaz inhibisyonu Yapan Ajanlar
2.3.1. Arbutin

Ericaceae (bearberry, ¢ilek agaci, huckleberry, funda), Saxifragaceae, Asteraceae,
Rosaceae, Lamiaceae ve Apiaceae aileleri gibi ¢esitli bitkilerden elde edilir. Ay1 tiziimii
olarak bilinen Arctostaphyllos uva ursi (Bearberry) bitkisi (Gorsel 2.2) fitoterapide
ozellikle idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilir ve yapraklarinda %17 oraninda arbutin

bulunur (Rychlinska ve Nowak, 2012, Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag 2016).

Gorsel 2.2. Arctostaphyllos uva ursi bitkisinin meyve ve yapraklar: (http-1; http-2)

Giiglii bir tirozinaz inhibitdrii olan arbutin, iki izomerli 4-hidroksifenil grubu iceren
bir glukonopiranozittir. Mesajci riboniikleik asit (MRNA) ekspresyonunu etkilemeden
tirozinaz etkinligini azaltir ve melanozom olgunlagsmasini inhibe eder. Arbutin, glikozile
bir hidrokinondur. Giines 1ginlarina karsi koruyucu ve antioksidan 6zellik gosterir (Migas
ve Krauze-Baranowska, 2015). Arbutinin geri doniigiimsiiz hipopigmentasyona neden
olma olasilig1 hidrokinona gore daha azdir. Tahrise neden olmaz ve hiicreye daha az
toksik sekilde etki eder, hiicre fonksiyonlarini daha az etkiler; hidrokinonun stabil bir

tirevidir (Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS), 2015).



Suda, metanolde, etanolde, propilen glikolde ve gliserinin sulu ¢6zeltisinde ¢oziiniir
ve ¢ozildiikten sonra ¢okelti yoktur. Kloroform, eter ve petrol eteri, vb. iginde ¢6ziinmez
(http-3). Sudaki ¢oziiniirliigii oda sicakliginda 10-15 g/100 mL olarak tanimlidir (Mathew
ve Adlercreutz, 2013). Kremler, losyonlar ve jeller igindeki kullanim orami %1-3
arasindadir (Degen, 2015).

Bir¢ok caligma arbutinin hidrokinon kadar etkili oldugunu, ancak daha az toksik
oldugunu gostermektedir. o ve B olarak iki gesit optik izomeri vardir (Sekil 2.1). a-
arbutin, memeli tirosinazlarina karsi daha biiyiik inhibitor aktiviteye sahiptir, ultraviyole

radyasyonunun neden oldugu hasar gérmiis cildi onarabilir (Sugimoto vd., 2005).

HO OH
Ho /O/
o
o o)

s & OH
OH
OH
OH
a-arbutin oH f-arbutin

Sekil 2.1. a-arbutin ve 3-arbutinin kimyasal yapilar: (Garcia-Jimenez vd., 2017)

Karsilagtirma yapilacak olursa a-arbutinin kahverengi leke agict etkisi, B-arbutinin
yaklasik 10 katidir (Sugimoto vd., 2005). Deriye hizla niifuz edebilir ve kromoplast
kiitikiiliintin derinliklerinde bulunan tirozinaz aktivitesini inhibe edebilir. Daha sonra
cildin yiizeyinde ¢ift bir etki olusturur ve melanin olusumunu engeller (Pillaiyar,
Manickam ve Namasivayam 2017). Tirozinaz, bir bakir enzimidir. Cildin
pigmentasyonuna neden olan ve UV kaynakli hasarlardan koruyan melaninin tiretiminde
rol oynar (Garcia-Jimenez vd., 2017). Tirozinaz enzimi iki tip reaksiyonu katalize eder:

e monofenollerin orto-hidroksilasyonu, o-difenollere (monofenolaz etkinligi)

o o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (difenolaz etkinligi)

Her iki reaksiyon kosubstrat olarak molekiiler oksijen kullanir (Sanchez-Ferrer vd.,
1995).

Hidrokinonda olmayan glikozun arbutinin yapisinda olmasi sebebiyle,
hidrokinonun yaptigi dermatit gibi yan etkiler arbutin etkin maddesinin kullanimi
sirasinda fazla gorilmez (Masse vd., 2002). Ayrica deriye uygulandiginda emilerek

hidrokinona indirgenir ve benzer etki gosterir (Vashi ve Kundu, 2013). Yapilan bazi



calismalarda, cilt mikroflorasinda arbutinin hidrokinona hidrolize oldugu ve bdylece asil
aktiviteden de hidrokinonun sorumlu oldugu gosterilmistir (Masse vd., 2002).

Cilt bakim triinlerinde o ve B arbutinin giivenli kullanim konsantrasyonlari
sirastyla %2 ve %7°dir. Kozmetik preparatlarin igerisinde bu orandan fazla
kullanildiginda 1s18a duyarlilik gosterebilir. Bununla birlikte B arbutinin %5 gibi diisiik
konsantrasyonda kullaniminda, formiilasyona C vitamini eklenirse daha kalici, daha
kararli bir yap1 elde edilir ve cilt tizerinde tahris edici bir etki yaratmaz. Prednizolon,
deksametazon veya indometasin ile kombinasyon halinde kullanilirsa kontakt dermatit
engellenebilir (Couteau ve Coiffard, 2016).

Arbutinin hidrokinona gore en 6nemli avantaji, etkili dozlarda 6nemli yan etkilerin,
mutajenik veya karsinojenik 6zelliginin olmamasidir (Nordlund, Grimes ve Ortonne,
2006). a-arbutin, kojik asit ve hidrokinon gibi leke rengini agici maddelerden biri olmakla
birlikte kararli olmasi nedeniyle kojik asitten ve zararsiz olmasi nedeniyle de
hidrokinondan daha etkili bir maddedir (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016; Yazan, 2010).
Ozellikle ferulik asit ve C vitamini gibi maddelerle birlikte kombine kullanildiginda etki
diizeyi oldukg¢a artmaktadir. Arbutin ayrica, antioksidan, biiziicii ve dezenfektan gibi
ozellikler de gosterir (Migas ve Krauze-Baranowska, 2015). Sonug olarak, arbutin ve
tiirevleri etkili ve giivenli antimelanojenik maddelerdir ve boylece ¢esitli kozmetik
tirtinlerde hiperpigmentasyonu gidermek amaciyla kullanilir (Lim vd., 2009; Maeda ve
Fukuda, 1996). Temel fiziksel ve kimyasal dzellikleri,

Fiziksel Durum: Beyaz kristal yapida toz

Renk: Beyaz

Erime Noktas1: 202 °C- 206 °C (x0.5)

Kat1 Madde: %100

Suda Coziiniirliik: Coziinir, 5.0 g/ 100 mL
2.3.2. Hidrokinon

Melanogenez siirecini inhibe eden bir depigmentasyon ajanidir (Chavin vd., 1980;
Makino vd., 2013). Tirozinaz inhibisyonu yaparak 3,4-dihidroksifenilalaninin (DOPA)
melanine doniisiimiinii engeller. Genellikle %2-5’lik konsantrasyon araliginda kullanilir
(Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Etkisi reversible yani geriye doniisimliidiir. Etkileri
tam olarak 4 ay gibi bir siirede goriiliir (Ertam, Ozkapu ve Unal, 2013). Yan etkileri tahris,
eritem, batma, iritan veya allerjik kontakt dermatittir (Jimbow vd., 1974). Bu nedenle



kullaniminda hasta uyumu zordur. Sekil 2.2 de kimyasal yapisi agik olarak

HO@OH

Sekil 2.2. Hidrokinon kimyasal yapist (http-5)

goriilmektedir.

Avrupa Birligi’nde hidrokinonun kozmetik triinlerde kullanimi yasaklanmistir
(Migas ve Krauze-Baranowska, 2015). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi
(FDA) tarafindan kozmetik iiriinlerde kullanimina %2 konsantrasyona kadar izin
verilmektedir (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016; Yazan, 2010). Tiirkiye’de ise kozmetik
amagcl kullanimi yasaklanmistir (Tiirkiye ilag Ve Tibbi Cihaz Kurumu, 2015).

2.3.3 Azelaik asit

Pitrosporum ovale derivesidir (Tarimer ve Badilli, 2017). Tirozinaz inhibisyonu
yapmakla birlikte bu etkisi doniisiimlii ve zayif olarak kabul edilir. (Kim ve Uyama,
2005). Calismalar, %20 azelaik asit etkinliginin %4’lik hidrokinondan daha yiiksek
oldugunu gostermistir (Lee vd., 2008).

2.3.4. Meyan kokii (Licorice) ekstrakti

Antienflamatuar dzellik gdsteren bir maddedir (Yokota vd., 1998). iceriginde
bulunan glabridin sayesinde tirozinaz inhibisyonu yapar (Hanson, Gratton ve Bardeen,
2006). Glabridin renk agici etkiden sorumlu olmasina ragmen, meyan ekstresinin
antienflamatuar etkisi sebebiyle tirozinaz inhibit6rii hidrokinon veya arbutin gibi etkin
maddelerin yol actig1 tahris ve dermatit gibi yan etkileri gidermek amaciyla
formiilasyonda kullanim1 uygundur (Demirezer vd., 2017).

Kligman-Willis formiilii olarak adlandirilan ve melasma tedavisinde standart kabul
edilen %5 hidrokinon %0.1 tretinoin %0.1 deksametazon formiilasyonunda hidrokinon
ve tretinoin etkin maddelerinin yaptig1 cilt tahrisini gidermek amaciyla formiilasyona
eklenen deksametazon yerine meyan ekstresi eklenirse, antienflamatuar etkisi ile cilt
tahrisi azaltilirken bitkisel igerikle kozmetik formiilasyonun reklam giicii ve satig miktari

artirilabilir (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016; Kiigiik, 2018).



Gorsel 2.3. Meyan bitkisi (Bager, 2016).

2.3.5. Mekuinol

Hidrokinon tiirevidir ve yarismali tirozinaz inhibisyonu yapar (Draelos, 2007;
Fleischer vd., 2000). Solar lentigo (giines lekesi) tedavisinde %2 mekuinol ve %0.01
tretinoin karigiminin hazirlandigi bir formiilasyonla tedavi iyi tolere edilmistir (Ciire,
Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Baska bir ¢alismada, koldaki solar lentigolara karsi %3
hidrokinondan daha {istiin, yiiz lezyonlari i¢in ise esdeger etkinlikte oldugu goriilmiistiir
(MacKie, 2006).

2.4. Melanozoma Transferini Azaltan Ajanlar

Niasinamid, retinoidler ve soya melanozoma transferini azaltan ajanlar baslig1
altinda degerlendirilebilecek maddelerdir (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016).
2.4.1. Niasinamid

Cilt rengini agic1 kremlerin formiilasyonunda ¢ok yaygin olarak kullanilir. Geri
doniisiimlii olarak melanozomun melanositlerden keratinositlere transferini Onler
(Greatens vd., 2005).

2.4.2. Retinoidler

Rerinoidler, keratinosit dongiisiinii uyararak, melanozoma transferi azaltarak ve
diger aktif i¢eriklerin penetrasyonunu artirarak etki gosterir (Morita, 2007). Retinoik asit
(tretinoin), retinal (retinaldehit), retinol (vitamin Al), adapalen, beksaroten ve tazaroten
retinoid tiirlerine Ornek olarak verilebilir (Ciire, Kocatirk ve Kiziltag, 2016).
Retinoidlerin renk agic1 oOzelliklerinin yaninda deskuamasyonu hizlandirarak cilt

yenileyici 6zellik gostermeleri, kan dolasimini artirarak dokulardaki oksijen miktarini
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artirmalar ile cilt rengini agmaktan akne izlerini gegirmeye ve yaslanma belirtilerini
azaltmaya kadar ¢esitli endikasyonlarda kullanimlar1 vardir (Yazan, 2010). Cilt rengini
a¢cmak i¢cin monoterapik (tek bir ilag ile tedavi) olarak veya steroid ve tirozinaz inhibitorii
olan hidrokinon gibi etkin maddelerle de birlikte kullanilabilirler. (Vashi ve Kundu,
2013). Daha 6nce de bahsedilmis olan Kligman-Willis formiilii (%5 hidrokinon %0.1
tretinoin %0.1 deksametazon) igerisindeki retinoid tretinoinle birlikte ¢ok etkili bir
preparattir (Sheth ve Pandya, 2011). Melazmada etkili olan bir baska formiil ise bu
formiiliin benzeri ve modifiye edilmis sekli olan %4 hidrokinon, %0.05 tretinoin ve
%0.01 fluosinolon asetonidden olusan kombinasyondur (Mutlu ve Ozer, 2006).

2.4.3. Soya

Soya, geri doniisiimlii olarak proteaz aktive reseptor-2 yolunu inhibe eder (Rendon
vd., 2006). Ostrojen benzeri etkisiyle de diger etkin maddelerin yaptig1 cilt tahrisini
onleme amagch kullanilabilir (Rodrigues ve Pandya, 2015). Fakat son yillarda genetiginin
degistirilmesi sebebiyle kullanimi1 azalmistir (Yilmaz, 2014).
2.5. Bakir ile Etkilesime Giren Ajanlar

Bakir iyonu ile etkilesime girerek yani selat olusturarak melanositlerde melanin
olusumunu engellerler (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Tirozinaz, I-tirosin'in L-
DOPA'ya ve son olarak melanin'e doniistimiinii katalize eden tip-3 bakir igerikli bir
enzimdir, bakir iyonu ile etkilesime giren etkin maddeler ise melanin sentezi noktasinda
gerekli olan tirozinaz enziminin etkin bdlgesinde bakir iyonu ile etkileserek ve
dopakinonun oksidasyonunu azaltarak melanin sentezini azaltirlar (Tarimci1 ve Badilly,
2017). Pek ¢ok organizma (insan, bitkiler ve mikroorganizmalar gibi) melanin sentezler
(Valipour ve Arikan, 2018).

2.5.1. Askorbik asit

Vitamin C olarak da bilinen askorbik asit bakir iyonlarin1 baglayarak etki gosterir.
Tedavi etkinligi hidrokinona kiyasla daha azdir; ancak, daha az iritasyon yaptigi
saptanmustir (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Daha ¢ok hidrokinonu tolere edemeyen
hastalarda tercih edilebilir (Espinal-Perez, Moncada ve Castanedo-Cazares, 2004). Stabil
olmayan bir molekiildiir ve monoterapi olarak etkisi azdir; meyan kokii ekstrakti ve soya

ile kombine edilmesi tedavi basarisini artirabilir (Ichihashi vd., 2003).



OH
- .‘\\'\/OH
p\H

HO OH

Sekil 2.3. Askorbik asit kimyasal yapist (Yavasga, 2009)

Antioksidan etkisine ragmen zaman iginde kendisi de oksidasyona ugrayarak
bozulur ve sar1 bir renk alarak tasiyici sistemi boyar. Ayrica klasik emiilsiyon hazirlarken
su fazinda ¢6ziindiigi icin 74°C’de formiilasyona katilirsa yapist bozulmakta ve etkinligi
azalmaktadir (http-6). Bu nedenle 40°C’de formiilasyona eklenmesi daha uygundur. Bu
problemlerden dolay1 yag fazinda ¢oziinen ve daha dayanikli olan askorbil palmitat
formunun kullanilmasi stabilite sorununu ¢ézmektedir (Smaoui, 2014).

2.5.2. Kojik asit

Aspergillus oryzae ve Penicillium spp’den iretilir (Kim ve Uyama, 2005). Kontakt
dermatit ve eritem yapabilir (Draelos, 2007). Kojik asiti ilk bulan Japon bilim insani,
Aspergillus tiirlerini pirincin lizerine koyarak elde etmistir ve bu nedenle bilimsel dali
eczacilik ve kozmetoloji olmayan kisiler tarafindan pirincin cilt rengini agmasiyla ilgili
yanlis diisiinceler olusmustur (Burger vd., 2016).

2.6. Kimyasal Soyucu Ajanlar

Kimyasal soyucu ajanlar uygulanan bélgede irritasyona neden olup,
dispigmentasyonun seviyesini artirabilir (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Soyucu
ajanlarin topikal tedavi ile kombinasyonunda tedavi basar1 oram1 daha yiiksektir
(Rodrigues ve Pandya, 2015).

2.6.1. Glikolik asit

Yaygin olarak kullanilan kimyasal soyucu bir ajandir (Yazan, 2010).
Formiilasyonlarda %20-70 kullanim konsantrasyonu vardir (Yazan, 1998). Tek basina
kullanimiin topikal tedavilere istiinliigi yoktur ve irritasyona yol agabilir (Ciire,
Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Topikal tedavilerle kombinasyonu daha etkilidir (Ichihashi
vd., 2003).

2.6.2. Salisilik asit

Salisilik asit (Sekil 2.4), keratolitik etkisi nedeniyle sik¢a tercih edilen bir

molekiildiir (Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Cilt {izerine soyucu etki gosterirken,
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inflamasyon kaskadini1 neredeyse hi¢ uyarmayisi sayesinde post inflamasyon hastaligi
(PIH) gelistirme yatkinlig1 olan hastalarda giivenle kullanilabilen bir ajandir (Grimes,
1999). Fiyatinin ucuz olmasi sebebiyle de diisiik oranlarda formiilasyona eklenebilir

(Nantz vd., 2009).

O
OH

OH
Sekil 2.4. Salisilik asitin kimyasal yapis: (Ozeker, 2005)

2.6.3. Laktik asit

Yapilan ¢alismalarda, glikolik asit ve Jessner peeling ile cilt soyma agisindan
benzer sonuglar gozlenmistir (Sharquie, Al-Tikreety ve Al-Mashhadani, 2005).
2.6.4. Triklorasetik asit

Soliisyondaki konsantrasyon oranlarinin degistirilmesi ile ylizeyel veya derin
soyma islemi yapabilme 6zelligi, triklorasetik asit icin kullanim avantaj1 saglamaktadir
(Ciire, Kocatiirk ve Kiziltag, 2016). Triklorasetik asit %10-20 konsantrasyonlarda
yiizeyel soyma, %35 konsantrasyonda ciltte bekletme siiresine bagli olarak orta-derin
soyma etkisi gostermektedir (Landau, 2008).

2.6.5. Tretinoin

Randomize yapilan ¢ift kor bir calismada %1 tretinoin ile %70 glikolik asit peeling
karsilastirilmis ve es etkinlik saptanmustir (Faghihi, Shahingohar ve Siadat, 2011). Aym
calismada %] tretinoin kullanilan hastalarda islem sonrasi kizarma kasinma tahris gibi

sikayetlerin daha az oldugu bildirilmistir (Ramos-E-Silva ve Carneiro, 2001).

/) N\ N

Sekil 2.5. Tretinoinin kimyasal yapisi (Sheliya, Shah ve Kapupara, 2014)
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2.7. Ila¢ Uygulama Yollar

[laglarm canli organizmaya verilis yollar1 dort grup altinda toplanar:

enteral yol: oral (0, po, Os), sublingual (bukko-lingual, dil alt1), rektal (rektum igi)
parenteral yol: subkutan (sc, deri alt1), intradermal (id, deri i¢i), intramiiskiiler (im,
kas i¢i), intravendz (iv, damar ici), intraarteryel (ia, arter igi), intraperitonal (ip,
periton igi), intratrakeal (it, soluk borusu igi), intrakardiyak (ik, kalp ici),
intraartikiiler (eklem igi)

respiratuvar yol

topikal: dermal (per kutan), mukozal, okiiler (konjoktival), nazal, rinofaringeal,
genito iiriner, intramammar (meme i¢i) (Ruiz ve Montoto, 2018; http-7).

2.8. Topikal Uygulama ve Tasiyic1 Sistemler

Kozmetik tastyict sistemler topikal kullanimda dort gruba ayrilirlar.
Emiilsiyon sistemler

Vezikiiler sistemler

Partikiiler sistemler

Molekiiler sistemler (Yazan, 2010).

2.9. Emiilsiyon Sistemler

Emiilsiyonlar birbiriyle karismayan iki sivinin birbiri i¢inde dagilmasindan

olusmus, ¢ok diize goriinlislii heterojen sistemlerdir (Aralp, 1995; Isacoff, 1979).

Dagilmis damlaciklar1 (globiil) i¢eren faz i¢ faz1 (dispers faz), digeri ise dis faz1 (siirekli

faz, dispersiyon ortami) olusturur (Martin, Busmante ve Chun, 1993). Fazlardan biri polar

digeri nonpolar 6zelliktedir (Utku Tiirk, 2013). Emiilsiyonun dig goriiniisiinii dispers

fazin damlacik biyiikligii belirler. Damlaciklar genellikle 0.1-10 pm biiyiikligiindedir
(Yazan, 2010).

Cizelge 2.1. Damlacik biiyiikliigii ve emiilsiyon gériiniisii arasindaki iliski (Ozkan, 2011)

Emiilsiyon Goriiniisii Damlacik Biiyiikliigii
siit gibi beyaz > lum
mavimsi yesil 1-0.1 um

yar1 saydam 0.1-0.05 um
saydam <0.05 um

Emiilsiyonlarin olugmasi i¢in en az ii¢ bilesene ihtiyag¢ vardir: yagh faz, sulu faz ve

emiilsiyon yapic1 (Davis, 1977). Ayrica fizikokimyasal ve mikrobiyolojik kararlilik
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arttirict, koku verici ve tatlandirict yardimer maddeler eklenebilir. Bu iki karismayan sivi
mekanik olarak calkalandigi zaman her iki fazda damlaciklar olusur, ¢alkalama durunca
damlaciklar bir araya gelir ve iki siv1 ayrisir (Celebi, 2009). Iste bu ayrismay1 6nlemek
ve sivilarin birbiri iginde homojen dagilmasini saglamak tizere emiilsiyon yapict madde
eklenir (Geggil ve Geggil, 1972). Genellikle birden fazla emiilsiyon yapic1 kullanimi
pratik olarak onerilen bir uygulamadir (Acartiirk vd., 2007). Sulu fazda hidrofilik, yagh
fazda hidrofobik emiilsiyon yapict kullanilarak ara yiizeyde kompleks film tabakasi
olusturulabilir (Griffin, 1957). Emiilgatorler ara yiizey gerilimini diisiirerek dispersiyon
ara ytizeyindeki serbest yiizey enerjisine etki eder. Boylece emiilsiyonun dayanikliligini
saglarlar (Celebi, 2009).

Klasik emiilsiyonlarda kararsizlik 6nemli bir problemdir. Bunun temel nedeni genis
yiizeyler arasi alan ve bu alanla orantili i¢ yilizey enerjisine sahip olmasidir. Bu iki birbiri
ile karismayan siv1 birlikte karistirildigi zaman sivilar birbiri i¢inde artan toplam yiizey
alan1 ile ufak damlaciklar halinde dagilir. Sivilarin karismamasi, ayrilan her sivi
molekiiliin arasindaki kohesif kuvvetin iki s1v1 arasindaki adezif kuvvetten biiyiik olmasi
sebebiyledir. Klasik emiilsiyonlarin tipleri fazlarina gore Y/S, S/Y ve ¢ok fazli emiilsiyon
olarak siniflandirilir (Giiven, 1987). Y/S emiilsiyonu yag damlaciklarini su i¢inde, S/Y
emiilsiyonu ise su damlaciklarin1 yag icerisinde tasiyan emiilsiyon olarak adlandirilir
(Swarbrick, Rubino ve Rubi, 2000). Cok fazli emiilsiyonlarda yagli faz ig¢indeki su
damlacikli emiilsiyon tipi tekrar sulu faz i¢inde dagitilmis (S/Y/S) veya sulu fazdaki yag
damlacikli emiilsiyon tekrar yaglh faz i¢inde dagitilmistir (Y/S/Y) (Celebi, 2009).

Topik kullanim agisindan etkin maddenin salimi emiilsiyon tipi ile yakindan
iligkiliyken, oral preparatlarda ise emiilsiyon tipi hem etkin madde salimini hem de tadi
belirlemektedir (Ozkan, 2011). Y/S tipi emiilsiyon su ile kolay uzaklastirilabildiginden
ve daha az yagl oldugu i¢in topik kullanimda tliketici memnuniyeti daha ytiksektir ve
daha ¢ok tercih edilir (Yazan, 2010). Ayrica, deriye uygulandigi anda Stratum
corneum’dan gegis ve perkiitan emilimin yiiksek olmasinin sebebi dis fazin biiyiik kismi
buharlastig1 i¢in yapiskan hale gelen filmde suda c¢oziinen etkin madde derigimi
artmasidir. Kil bezleri ve yag folikiillerinden penetrasyon dogrudan subkiitan yagli doku
ile iligkili oldugu i¢in, su/yag tipi emiilsiyonlar da yagda ¢oziinen etkin maddeler icin
siklikla tercih edilir (Swarbrick, Rubino ve Rubi, 2000). Emiilsiyonlarda dispers fazin
damlaciklar1 genellikle toplam hacmin %74 iinii kaplarken, geri kalan %26°lik kismi ise

dispersiyon ortami doldurmaktadir. Bu sayede iki faz ayrilmamakta ve emiilsiyonda
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bozunma yasanmamaktadir. i¢ faz hacim oram1 %40-60 olanlar pratikte en kararh
emiilsiyonlar olarak kabul edilir (izgii, 1984).

2.9.1. Emiilsiyon sistemlerin karakterizasyonu

Klasik emiilsiyonlarin karakterizasyonu goriiniis, damlacik biiyiikligi, pH ve
viskozite basliklar altinda degerlendirilebilir.

2.9.1.1. Goriiniis

Emiilsiyonlarda goriiniisiinii etkileyen unsurlar vizkozite, akis ozelligi, parlaklik,
piiriizsiiz olma, opaklik ve yapi1 olarak sdylenebilir (Uskan, 1985).
2.9.1.2. Damlacik biiyiikliigii

Emiilsiyonlar damlacik biiytikliigii kiigiikse ‘ince emiilsiyon’, biiyiik ya da iri
damlaciklardan olusuyorsa ‘kaba emiilsiyon’ olarak isimlendirilir. Damlacik biiytikligi,
emiilsiyon yapicinin kalitesi, tipi, hazirlanma islemleri ve eklenen yardimci maddelere
bagli olarak degismektedir (Goniil, 2000). Emiilsiyonun viskozitesi ve goriiniisii, dispers
fazin oram ve damlacik biiyiikliigii ile belirlenir (Ozkan, 2011). Dispers fazin damlacik
biytikligii 0.1 pwm’den ufak ise miseller emiilsiyon veya mikroemiilsiyon meydana
gelmektedir. (Rieger, 1986).
2.9.1.3. pH

Deri pH’s14-6 arasindadir ve topik uygulama i¢in formiilasyonun deri pH’sina gore
ayarlanmas1 gerekir (Avsar ve Karadag, 2018). Sabun tipi yani yag asitleri ile bazlarin
reaksiyona girdigi emiilsiyonlarda pH degeri genellikle 8 veya biraz iizerindedir. Ciinkii
pH diiserse faz ayrismasi olur. Etkin maddenin pH degeri de emiilsiyon pH’s1 ilizerinde
etkilidir. Noniyonik emiilsiyon yapici igeren emiilsiyonun pH’s1 3-10 arasinda, katyonik
emiilsiyon yapici i¢eren emiilsiyonun pH’s1 ise 3-7 arasindadir (Goniil, 2000).

2.9.1.4. Viskozite

Viskozite degisimi 6énemlidir ¢iinkii hem tiiketici tarafindan izlenebilir hem de
etkinligi degistirir. Ayrica emiilsiyonun viskozitesi ile dis fazin viskozitesi arasinda
dogrusal bir iligki vardir (Ozkan, 2011). Raf émrii sirasinda gériilen damlacik biiyiikliigii
degisimi ile reolojik Ozelliklerde de degisim goézlenir ve bu durum kararliligin
izlenebilmesi agisindan 6nemlidir. Emiilsiyonda damlaciklar folikiile olursa viskozitede

artis olur (Goniil, 2000).
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2.9.2. Emiilsiyonun olusumu

Klasik emiilsiyon teorisinde emiilsiyonun olusmasi i¢in ylizey etkin madde ara
ylizeyde adsorbe olarak damla koalesansini engellemek ve ara yiizey gerilimini diisiirmek
olarak tanimlanan gorevleri yapmaktadir (Geggil ve Geggil, 1972). Ek olarak yapilan
homojenizasyon islemi sayesinde damlacik boyutu diiser ve ara ylizey alani artar.
Boylece kiigiilen boyuttaki damlaciklar emiilsiyon yapici madde ile sarilarak komsu
damlaciklar birlestirilir (Celebi, 2009).

Emiilsiyonlarda kararsizlik sebebi genis yiizeyler arasi alana ve bu alanla orantili i¢
ylizey enerjisine sahip olmalar1 olarak sdylenebilir (Izgii, 1984). Birbiri ile karismayan
iki siv1 karistirildigi zaman sivilar birbiri iginde artan yiizey alani ile ufak damlaciklar
halinde dagilir. Stvilarin karismama derecesi arttik¢a ara yilizey gerilimi de artmaktadir
(Celebi, 2009).

2.9.3. Emiilsiyon yapic1 madde

Iki sivinin birbiri icerisinde karismasimi saglamak ve emiilsiyonun kararliligim
arttirmak i¢in serbest yiizey enerjisini degistirip diisiirmek 6nemlidir (Geggil ve Geggil,
1972). ki damla birlesip tek damla olunca ara yiizey alam diiser ve damlaciklarin
birlesmesiyle toplam yiizey enerjisi azalir (Ozkan, 2011). Yani emiilsiyon yapic1 madde
(yiizey etkin madde, emiilgator, silirfektan) sistemin toplam ylizey enerjisini azaltir
(Geggil ve Geggil, 1972). Emiilsiyon yapict maddenin emiilsiyon olugsmasindaki rolleri
asagidaki gibidir.

o Ara yiizey gerilimini diistiriip termodinamik kararlilik saglamak
Ara ylizey gerilimi diisiiriiliirse boylece emiilsiyon ara yiizeyindeki serbest yiizey
enerjisi de diiser (Rieger, 1986).

o Ara yiizey filmi olusturmak ve koalesansa karsi mekanik engel olusturmak
Emiilsiyon yapici madde su/yag ara ylizeyinde monomolekiiler film olusturarak
adsorbe olur ve bu film emiilsiyonu adezyon ve koalesansa karsi korur. Bu noktada
tek emiilsiyon yapict madde yerine birden fazla emiilsiyon yapicinin bir arada
kullanilmas: tercih edilen bir yontemdir (Acartiitk vd., 2007). Sulu faz i¢in
hidrofilik, yagli faz icinse hidrofobik emiilsiyon yapict madde se¢imi ile ara
yiizeyde kompleks film olusturulabilir. Hidrofilik Tween® ve lipofilik Span®
tiirevlerinin farkli oranda karisimi ile Y/S veya S/Y tipinde gesitli emiilsiyonlar

olusturulabilir (Rieger, 1986).

15



o FElektriksel ¢ifte tabaka ve elektriksel engel olusturmak
Yaklasan damlaciklar arasinda elektriksel itme kuvveti olusmaktadir. Bu itme
kuvvetini elektriksel yiik gruplarinin artmast ve elektriksel ¢ifte tabaka
saglamaktadir (Ozkan, 2011). Negatif yiiklii (anyonik) yiizey etkin maddelere
sodyum oktil siilfat (SOS) ve pozitif yiiklii (katyonik) yilizey etkin maddelere setil
metil amonyum bromiir (CTAB) 6rnek olarak gosterilebilir (Ozkan, 2011).

2.9.4. Klasik emiilsiyon hazirlama yontemleri

Klasik emiilsiyon hazirlanmasinda tercih edilen yontemler (Goniil, 2000);
e Kuru zamk yontemi
e Yas zamk yontemi
e Sise yontemi
¢ Endiistriyel liretim yontemi

Kuru zamk yonteminde, zamk yaglh faz ile islatilip lizerine sulu faz eklenerek
stirekli karistirilip primer emiilsiyon olusturulur, sonra tizerine kalan sekonder su eklenir.
Primer emiilsiyon i¢in deneysel olarak bulunan yag-su-zamk oranlar1 4:2:1 veya
2:1:1.5’dur. Yas zamk yonteminde zamk su ile sisirilerek tizerine yaglh faz eklenip primer
emiilsiyon olusturulur ve sonrasinda kalan sekonder su eklenir. Eger formiilasyondaki
yagli faz ugucu yag ise sise yontemi kullanilir. Bu yontem ile ¢ok ufak damlacikli
dispersiyon olusturur. Endiistriyel tiretim yonteminde temel prensip i¢ fazin dis faz iginde
cesitli aletler kullanilarak dagitilmasidir. I¢ faz su banyosunda 70°C’de 1sitilirken ayni
sekilde dis faz da ayni sicakliga isitilir. Sonrasinda sicak olan i¢ faz dig faza siirekli
karistirilarak eklenir. Olusan karisim soguyuncaya kadar karistirma islemi stirdiiriiliir
(Goniil, 2000).

Klasik emiilsiyon hazirlamada kullanilan endiistriyel tipte aletler basit tip
karistirici, homojenizator, titresim cihazi ve kolloid degirmenlerdir. Basit tip karistiricilar
palet seklindedir ve kii¢lik miktar emiilsiyon hazirlamada kullanilir. Ortama hava girisi
bu ydntemin sakincasi, 1s1 olusturmamasi ise ustiinliigiidiir. Kolloid degirmenlerde
damlacik biiyiikligi ufaltilir ancak 1s1 olusturmasi sakincalidir. Titresim cihazinda ise
viskozlugu diisik olan ve diger yontemlerle bozunan maddelerin emiilsiyonu
hazirlanmaktadir (Goniil, 2000).

Emiilsiyon hazirlanirken i¢ ve dig fazin bir araya getirilmesinde ¢esitli yontemler
kullanilir. Fazlar1 birbirinin igerisinde karistirmadan 6nce hidrofobik ve yagda ¢oziinen

maddeler yagda, hidrofilik ve suda ¢dziinen maddeler suda ¢6ziiniir (Celebi, 2009). Genel
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olarak i¢ faz dig faza ilave edilir. S/Y tipi emiilsiyonlar1 suyun yag fazina, Y/S
emiilsiyonlar1 ise yagin su fazina ilavesi ile hazirlanabilir. Mum ve diger kati maddeleri
igeren emiilsiyonlarin hazirlanmasinda ise bu maddelerin su banyosunda eritilmesinden
sonra yagda ¢oziinebilen emiilsiyon yapict maddeler karistirilir. Suda ¢6ziinebilen diger
maddeler suda ¢oziiniir ve hafif bir sicaklikta yag fazina ilave edilir. Daha sonra iki faz
soguyuncaya kadar karistirilir. Bu yontem daha c¢ok emiilsiyon bazli merhem ve
kremlerin hazirlanmasinda kullanilir (Swarbrick, Rubino ve Rubi, 2000). Farkli bir
yontemde ise, Y/S tipi emiilsiyon hazirlamak i¢in, bir kistm yag suda ¢6ziinebilen
emiilsiyon yapicit madde ile karistirilir, sonrasinda ise suda ¢oziinebilen emiilsiyon yapict
maddeyi iceren esit miktardaki su ile birlestirilerek emiilsiyon olusuncaya kadar
karistirma iglemine devam edilir (Swarbrick, Rubino ve Rubi, 2000). Emiilsiyon
olusumu (emiilsifikasyon) islemine etki eden onemli faktorlerden biri de sicakliktir,
emiilsifikasyonda sicaklik degisimi yiizeyler arasi gerilimi ve viskoziteyi degistirir
(Celebi, 2009). Yiiksek sicaklik emiilsiyon olusumunu kolaylastirken asir1 yiiksek
sicaklik veya diistik sicaklik emiilsiyonda damlaciklarin koagiilasyonuna neden
olmaktadir (Celebi, 2009). Ayrica i¢ ve dis olarak adlandirilan fazlar genellikle 70-
72°C'de karistirilir. Emiilsifikasyonda karistirma siiresince sicaklik ve sogutma hizlari
emiilgatoriin ara yiizeye go¢ etmesine neden oldugu i¢in ¢ok 6nemlidir. Fazlarin birbirine
ilavesinden sonra sogutma islemi yavas yapilmalidir ¢iinkii etkin maddenin dis fazda
kristallesmesinin 6nlenmesi boyle gergeklesir (Eccleston, 2002).

S/Y/S tipi emiilsiyonlar klasik iki asamali olarak hazirlanir. Birinci asamada S/Y
tipi emiilsiyon olusturulur. Sulu faz lipofilik yiizey etkin madde iceren yaglh faz iizerine
eklenir ve karigtirilarak S/Y tipi emiilsiyon hazirlanir. ikinci asamada hazirlanan
emiilsiyon hidrofilik ylizey etkin madde iceren sulu faza eklenir ve ¢oklu emiilsiyon
olusuncaya kadar karistirmaya devam edilir. Y/S/Y tipi emiilsiyonda ise yukaridaki
islemlerin tersi yapilir (Goniil, 2000).

2.9.5. Emiilsiyon kararhhg

Klasik  emiilsiyonlar termodinamik olarak kararsiz  sistemler olarak
tanimlanmaktadirlar (Biiylikkoroglu, 1998). Kararlilik agisindan 6nemli noktalardan biri
dispers fazin damlacik biiyiikligiiniin korunabilmesi ve toplam ara yiizey enerjisinin
degismemesidir (Goniil, 2000). Bunun yaninda renk, koku ve goriiniis gibi 6zelliklerinin
degismemesi, i¢ fazda koalesans ve krema olugsmamasi1 da 6nem tasir (Bliylikkoroglu,

1998). Klasik emiilsiyonlarda gozlemlenebilecek kararlilik sorunlari asagidaki gibidir;
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e Faz doniisiimii,
o Kimyasal ve fiziksel degisimler,
e Flokiilasyon ve kremalasma,
e Koalesans ve faz ayrismasi (breaking) (Eccleston, 2002; Martin vd., 1993; Rieger,
1986).
2.9.5.1. Faz déniisiimii

Faz doniisiimiinlin emiilsiyon hazirlandiktan sonra gerceklesmesi Onemli bir
sorundur. Doniisiim uygunsuz yardimci madde eklenmesiyle veya faz/hacim oraninin
degismesiyle gergeklesebilir (Swarbrick, Rubino ve Rubi, 2000). Ornegin, sodyum
stearat igeren Y/S emiilsiyonuna kalsiyum kloriir eklenmesi ile kalsiyum stearat igeren
S/Y tipi emiilsiyon olusumu go6zlemlenebilir. Bir emiilsiyonun faz donisiimii
(inversiyon) yasamasi i¢in Y/S tipinden S/Y tipine veya tersine donmesi gerekir (Celebi,
2009). Faz doniisiimii emiilsiyonu olusturan iki fazin karistirilmasi, 1sitma ve sogutma
basamaklarinda goriilebilir (Swarbrick, Rubino ve Rubi, 2000). Faz hacim oraninin
degismesi veya elektrolit eklenmesi faz doniistimiine neden olabilir. Emiilsiyon pH’sinin
degismesi veya S/Y oraninin degismesi de déniisiime yol agabilir (Oner, 1993).
2.9.5.2. Kimyasal ve fiziksel degisimler

Emiilsiyonda zamanla oksidasyona bagl renk degisimi, selasyon olusumuna bagl
kimyasal ve fiziksel degisimler goriilebilir. Emiilsiyonlarda stabilite, emiilsiyonun kendi
fiziksel kararlilig1 ve onu meydana getiren maddelerin fiziksel ve kimyasal kararliliklar
ile degerlendirilir (Bliyiikkéroglu, 1998).
2.9.5.3. Flokiilasyon ve kKremalasma

Kremalasma olarak da adlandirilan bu durum dispers fazin yogunlugu dispersiyon
ortamininkinden daha diisiik ise (genellikle Y/S tipi emiilsiyonlar) damlaciklarin iistte
toplanmasi ve sedimentasyon hizinin negatif olmasi olarak tanimlamir (Ozkan, 2011).
Asagiya dogru kremalagma ise i¢ fazin dis fazdan daha yogun olmasiyla damlaciklarin
¢Okmesi (genellikle S/Y tipi emiilsiyonlar) olarak adlandirilir (Géniil, 2000). ki fazin
yogunluk farki ne kadar ytiksek ise, yag damlaciklar1 ne kadar biiyiik ise ve dis faz ne
kadar az viskoz ise kremalasma o denli fazladir (Ozkan, 2011).

Dis fazin viskozitesinin arttirilmasi, viskozite arttirici veya kalinlastirict maddeler
(thickening agent) ile (metil seliiloz, kitre zamki, sodyum aljinat, v.b.) saglanabilir

(Celebi, 2009). Damlacik biiytikliigiliniin diistiriilmesi ise homojenizasyonla saglanabilir
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(Ozkan, 2011). I¢ ve dis fazin yogunluklari esitse kremalasma olmaz (Acartiirk vd.,
2007). Kremalagsma geri doniisiimii olan (reversible) bir olaydir (Goniil, 2000).
Flokiilasyon i¢ faz damlaciklarinin {i¢ boyutlu kiimeler halinde tersinir olarak
birlesmesi yani bir araya gelmesidir (Ozkan, 2011). Damlacik agregasyonu ve hizli
koalesans olusumu ara ylizeyde mekanik koruyucu yoksa gergeklesir. Agregasyonun geri
dontigiimlii olmas1 damlaciklar arasi etkilesim kuvvetiyle dogrudan iliskilidir (Celebi,
2009). Kremalasmaya paralel olarak gelisen flokiilasyon, yiiksek i¢ faz oran1 ve yiiksek
emiilsiyon yapici miktari ile gerceklesir (Celebi, 2009).
2.9.5.4. Koalesans ve faz ayrigmast

Faz ayrismasi geri doniisiimsiiz (irreversible) bir olaydir (Ozkan, 2011) ve
damlaciklar1 gevreleyen film hasarlanmistir, karistirma veya calkalama ile damlaciklar
dagitilamaz, yag birlesme egilimi gosterir (Goniil, 2000). Faz ayrismasinin onlenebilmesi
i¢in;

e Damlaciklar optimum biiyiikliikte ve tekdiize olmali,
e Dispersiyon ortami optimum viskozitede olmali,
e Sulu ve yagl fazin faz-hacim orani uygun olmalidir (Ozkan, 2011).

Emiilsiyonlarda kritik nokta yag orant %74 {n istine c¢iktigi anda yag
damlaciklarinin birlesmesi ve emiilsiyonun fazlaria ayrigmasi olarak tanimlanir (Goniil,
2000). Ufak damlaciklarin geniglemesi ile iri damlaciklarin olusmasi Oswalt
Olgunlasmast olarak adlandirilir. Damlaciklarin kiitle transferinin stirekli fazdan diger
faza olmasi ile emiilsiyon zamanla fazlarina ayrisir. Koalesansi engelleme yolu olarak
kat1 parcacik veya makromolekiil igeren kalin ara yiizey filmi olusturmak olarak
gosterilebilinir (Acartiirk vd., 2007).
2.9.5.5. Kararlihik testleri

Stabilite programini hizlandirmak igin emiilsiyonlar1 zorlanmis kosullara (stress)
tutmak gerekir. Karistirma, santrifiij, ultrasantrifiij, sicaklik ve zamanla bozulma fiziksel
stabilite testleri i¢in zorlanmis kosullar olarak kabul edilir (Rieger, 1986).

Zamanla bozunma ve sicaklik: Yiiksek sicakliklarda farkl: siirelerde bekletilerek
uygulanir (Seiller, Tokgdz ve Grossiord, 1993). Sicaklik farklilig1 emiilsiyonun fiziksel
ve kimyasal stabilitesinde etkilidir. Yiiksek sicaklikta emiilsiyonlarin viskozitesinde
azalma gozlenir (Ozkan, 2011). Baz1 lipidlerin kristalizasyonu, faz doniisiimii, emiilgator
dagilimi ve formiilasyonda yer alan polimer ve kolloidal maddelerin hidratasyonuna
sicaklik degisimi yol agabilir (Celebi, 2009). Raf omrii degerlendirilmesinde 4-45°C
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arasindaki sicakliklar degerlendirilir (Biiylikkéroglu, 1998). Viskozite de degismeler,
koalesans ve kremalagsma hizinin artmasina yiiksek sicaklik neden olur. Emiilsiyonlar 40-
45°C'a dayanikli olabilirlerken 55-60°C'in tiizerinde birka¢ saat kalmalar1 bile
bozunmalarim1 saglar. Yiiksek sicaklik ayni zamanda koalesans ve kremalagsma hizini
arttiran bir faktordiir (Celebi, 2009). Dondurma islemi zorlanmis bir kosuldur ve
emiilsiyonun dayanikliligina yiiksek sicakliktan daha ¢ok etki eder (Ozkan, 2011).
Emiilsiyon damlaciklarinin kiiresel seklinin buz kristalleri olusarak bozulmasina ve
emiilgatdrlerin ¢oziiniirliigiiniin degismesine donma etkilidir (Celebi, 2009).

Santrifiij ve ultrasantrifiij: Santrifiij ve ultrasantrifiij ile emiilsiyonlarda stress
yaratip emiilsiyonlarin stabilitesi degerlendirilir (Aralp, 1995). Santrifiij ile faz ayrigmasi
¢ok hizli olur ve emiilsiyonun raf omriinii 6nceden tahmin etmek igin yararl bir
yontemdir; ancak, viskoz veya yari kat1 Uirlinler i¢in uygun olmayabilir. Ultrasantrifiij
sirasinda uygulanan kuvvet emiilsiyonlardaki damlaciklarin yapisinin bozulmasina neden
olur, ayrica santrifiijlemede uygulanan hizin da emiilsiyon stabilitesi {izerine etkisi
bulunmaktadir (Seiller, Tokgoz ve Grossiord, 1993). Ultrasantrifiij sonunda bir
emiilsiyonda alt tabaka (su tabakasi), orta tabaka (koagule olmamis emiilsiyon) ve list
tabaka (koagule yag) meydana ¢ikar (Celebi, 2009).

Karigtirma: Emiilsiyonlarda koalesans goriilmemesinin sartlarindan  birisi
emiilsiyon damlaciklar1 arasinda Brown hareketleri nedeni ile carpigsma goriilmemesidir
(Ozkan, 2011). Iki damlacigin birbiriyle ¢arpismasi icin mekanik ve basit bir karistirma
gereklidir. Emiilsiyonun pargalanmasi veya olugsmasi i¢in ¢ok hizli ve asir1 ¢alkalama
gerekir (Rieger, 1986).

Emiilsiyonlarda damlacik biiyiikliigii degisimi, elektroforetik 6zellikler, reolojik
ozellikler ve faz ayrismasi incelenmesi, zorlanmis kosullar altinda stabiliteyi
degerlendirmek i¢in gereklidir (Biyiikkoroglu, 1998). Faz ayrigsmasi ¢aligmasi,
saklamadan sonra faz ayrismasi ve gorsel veya ayrilan fazin hacminin Olgiilmesi ile
degerlendirilebilir. Faz ayrismasindan Once genellikle kremalasma, koalesans ve
flokiilasyon goriilmektedir. Emiilgatoriin miktar1 faz ayrigmasinda ¢ok 6nemlidir, diisiik
emiilgator derisiminde 6rnegin %0.1'in altinda yag fazinin goriiniir koalesansi sadece 1
aylik bekleme sonunda goriiliirken, emiilgator derisimi %2 veya %35 oldugunda 2 yillik
bekleme sonunda bile goriiniir koalesans ¢ok diisiik degerdedir (Celebi, 2009).

Emiilsiyonlarin stabilitelerini degerlendirmek agisindan viskozite ve reolojik

ozellikler de ayrica incelenmelidir (Ozkan, 2011). Reolojik dzellikler ve viskozitedeki
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degisimler raf dmrii caligmalarinda bekleme sonucu degerlendirilir. Viskozite degisimine
sebep olan bazi etmenlerse faz ayrigmasi veya flokiilasyon derecesi, damlacik ¢apindaki
degisimler olarak adlandirilir. Emiilsiyonlarin akis tipi NonNewtonian olarak genellikle
adlandirilir (Biiylikkoroglu, 1998). Globiillerin hizlica folikiille olmast  S/Y tipi
emiilsiyonlarda goriilmektedir. Sonug olarak viskozite hizlica azalmaktadir, sonrasinda
ise oda sicakliginda 5-15 giin bagil olarak sabit kalmaktadir. Y/S tip emiilsiyonlarin
farklilig1 olarak ise globiillerin flokiilasyonu bir anda artan viskozite ile sonuglanir
(Ozkan, 2011).

Emiilsiyonlarin stabilitelerinde ayrica elektriksel 6zelliklerin yani damlaciklarin
ylizey yiikii ve zeta potansiyellerinin 6lgiilmesi 6nemlidir (Celebi, 2009). Flokiilasyon ve
koalesansin 6nlenmesinde elektrostatik itme kuvvetinin 6nemli bir rolii vardir. Ayrica
flokiilasyonun degerlendirilmesinde zeta potansiyeli gibi 6l¢timler partikiiller arasindaki
elektriksel yiikler flokiilasyon hizini etkiledikleri i¢in 6nemlidir (Im-Emsap ve Siepmann,
2002). Raf 6mriiniin 6nceden hesaplanmasinda partikiillerin yiizey yiiklerinin saptanmasi
kararli yapmin bozulmasi koalesansa dayaniyor ise faydali degildir (Rieger, 1986).
Ayrica  emiilsiyonlarin  elektriksel  iletkenliklerinin  Olgiilmesi  kararlilik
degerlendirmesinde hazirlandiktan hemen sonra yapilmigsa faydalidir. Platin elektrot S/Y
ve Y/S emiilsiyonlarin elektriksel iletkenligi tayininde kullanilir. Dispersiyonun derecesi
ile elektriksel iletkenlik degisir. Y/S emiilsiyonlarin diisiik diren¢ gostermelerinin sebebi
olarak diisiik damlacik boyutu gosterilebilir. Damlaciklarin agregasyona ugramasi igin
diren¢ artmalidir (Celebi, 2009).

Emiilsiyonlarin raf 6mriiniin saptanmasinda damlacik biiyiikliigii tayini her zaman
kesin bir 6l¢ii olmamakla birlikte damlacik biiytikliigii, ortalama damlacik biiytikligi ve
damlaciklarin biiytikliik dagiliminin degismesi emiilsiyonlar i¢in kararlilik degerlendirme
parametreleri olarak adlandirilabilir (Kas, 1997; Oner, 1993). Baslangicta hizli bir artis
ve sonrasinda yavas bir degisim damlacik biiyiikliigii agisindan dayanikli iki emiilsiyon
sisteminde gozlenmektedir (Celebi, 2009). Partikiil biiyiikliiklerinde degisme
gozlenmemekle birlikte diisiik emiilgatdr derisimi iceren emiilsiyonlar kabul edilebilir bir
koalesans gosterirler. Damlaciklarin hacmi, yiizey alani ve biiyiikliigii zamanla
degisebilen parametrelerdir (Rieger, 1986).

Kimyasal bilesimlerindeki degismeler ve mikrobiyolojik kontroller fiziksel
parametrelere ek olarak emiilsiyolarin raf Omrii degerlendirmelerinde stabilite

programlarina fiziksel parametrelere eklenilmelidir (Seiller, Tokgoz ve Grossiord, 1993).
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2.9.6. Emiilsiyonlarin reolojik o6zellikleri

Seyreltilmis olanlar disinda emiilsiyonlar genel olarak non-Newtonian akis
ozelligindedir (Biyiikkkoroglu, 1998). Dispers faz hacmi konsantrasyonunun %0.05’den
diisiik oldugu durumda sistem Newton Ozellik gosterir (Goniil, 2000). Dispers fazin
konsantrasyonu arttirilinca, sistem akisa direng gdstererek psodoplastik akis gerceklesir.
Yeteri kadar yiiksek konsantrasyonda ise plastik akis ortaya ¢ikar (Izgii, 1984).

Emiilsiyonlarin reolojik 6zelliklerine etkili fiziksel faktorler asagida belirtilmistir;

e i¢ fazin igerigi

e damlacik gap1 ve sekli

e damlacik biytikligi dagilimi

e dispersiyon ortaminin reolojik 6zellikleri
e sicaklik

Dagilan fazin icerigi (miktar1), dagilan faz hacminin toplam dispersiyonun hacmine
orani olarak belirtilir. Dagilan fazdaki derisim arttik¢a viskozite de dogrusal olarak artar
(Knowlton ve Pearce, 1993). Katilarin derisimi arttik¢a, partikiillerin siirtiinmesi de artar
ve viskozite ile derisim arasinda dogrusal olmayan bir iliski goriiliir. Bu da dilatant
sathasin1 (granulo viskoz asamasini) olusturur (Schott, 2000). Ayrica, partikiiller
arasindaki yiiksek ¢ekim kuvvetlerinin bulunmasi, viskoplastik ve jellerin meydana
gelmesine neden olur (Lemke vd., 1999).

Emiilsiyonlarda gerilim altinda viskozite artar veya azalir. Bu reolojik davranislar
incelme (shear thinning) ve koyulasma (shear thickening) olarak adlandirilir. Bu
sistemlere pseudoplastik ve dilatant akig gosteren sistemler de denir. Uygulanan gerilim
ile kayma hiz1 dogru orantil degildir. i¢ faz igerigi arttik¢a, shear thinning davrams
goriiliir. I¢ faz igerigi yiiksek oldugu zaman partikiiller ve damlaciklar birbirine yaklagir
ve flokiilasyon meydana gelir (Celebi, 2009).

Seyreltik dispersiyonlarda, viskozite damlacik biiytikliigiine bagh degildir, fakat
derisimin hidrodinamik ve Brown hareketlerine baglh olarak damlacik biiyiikligiinde
onemli bir etkisi vardir (Deem, 1998). Damlacik biiyiikligii dagilimi ve dagilimin sekli,
viskozite ve viskoelastik davranisa onemli derecede etki eder. Viskozite, polidispersite
arttikga azalir. Biiyilkk damlaciklarin kiiclik damlaciklara orami arttikga viskozite de
azalmaktadir (Knowlton ve Pearce, 1993). Dispersiyon ortaminin viskozitesi siispansiyon
ve emiilsiyonlarin viskozitesi ve reolojik ozelliklerine dogrudan etkilidir. Sicaklik da

siispansiyon ve emiilsiyonlarin viskozite ve reolojik davranislarina etkili olan bir bagka
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parametredir. Ozellikle, yiiksek sicaklikta bekletilen bir emiilsiyonun viskozitesinde
anlamli olarak azalma gozlenir (Ozkan, 2011). Partikiilleraras: etkilesmeler, genelde
partikiillerarasi kuvvetler (London-van der Waals) olup, dagilan faz igerigini degistirir ve
buna bagli olarak da viskozite ve reolojik 6zellikler de degisir. Partikiiller arasindaki
yiiksek cekim kuvvetlerinin bulunmasi viskoplastik sistemin ve jellerin meydana
gelmesine sebeptir (Lemke vd., 1999).

Emiilsiyonlar Newton akistan viskoelastie kadar degisen reolojik oOzellikler
gosterir. Emiilsiyonlar, c¢ok seyreltik olanlar1 harig, diisiik kayma geriliminde
damlaciklarin flokiilasyonuna bagli olarak viskoelastik 0Ozellik de gosterirler.
Deformasyonun baslangi¢ asamalarinda kat1 gibi, daha sonra siv1 gibi davranig gosterirler
(Celebi, 2009).

Emiilsiyonlarin kremalagsma hizi, damlacik derisimi arttikca azalir. GOriintir
viskozitenin damlacik derisiminin artmasi ile arttig1 tespit edilmistir (Ozkan, 2011).
Pektin iceren emiilsiyonlarin yag hacim fraksiyonu artinca, viskozitesinde artis oldugu
gorilmustiir (Lemke vd., 1999).

Emiilsiyonlarin hazirlama yontemleri reolojik davranislarimi  etkileyebilir.
Dogrudan emiilsifikasyon ile hazirlanan emiilsiyonun reolojik davraniginin zamanla
degistigi gozlenmis, faz donilislimii ile hazirlanan emiilsiyonlarin reolojik davraniginin
degismedigi tesbit edilmistir (Watson ve Mackley, 2002). Emiilgator olarak kullanilan
zamklar emiilsiyonlarin viskozitesini artirabilirler. Uzun zincirli yapidaki zamklar
koalesans! inhibe eder ve emiilsiyonu stabilize ederler (Ozkan, 2011). Makromolekiil
iceren emiilsiyonlar pseudoplastik akis gosterirler. Koyulastiric1 ve viskozlastirici ajan
kullanilinca tiksotropi gergeklesebilir. Tiksotropik sistemler viskoelastisitenin derecesini
gosterir.  Jel-sol  transformasyonundan  sorumludur  (Celebi, 2009). Kilasik
emiilsiyonlardan farkli olarak mikroemiilsiyonlar diisiik viskozitededirler ve Newton akis
gosterirler. Newton akis gostermeleri i¢ faz hacim oranimin diisiik ve damlacik
biiyiikliigiiniin ¢ok kiigiik oldugunun isaretidir (Ktistis, 1990).

2.10. Formiilasyon ve Bilesenleri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ucuz fiyatli ve kolay hazirlanabilir olmas1 sebebiyle
stearat kremi tagiyici sistem olarak tercih edilmistir. Stearat sabununun yiizey etkin
madde olarak kullanildigi kremler stearat kremi veya vanishing krem olarak anilirlar

(MEB, 2011). Cilt lizerinde mat bir film tabaka olusturmasi, %20’yi gegmeyen diisiik yag
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oranina sahip olmasi ve {izerine makyaj yapilabilmesi sebebiyle tercih edilen bir krem
cesididir (Yazan, 2010).

Vanishing kremlerde yag fazini olusturan stearik asit; palmitik asit, distearik asit,
oleik asit ve miristik asitten olusur. Stearat kremin yapisindaki bazik 6zellikteki trietanol
amin, ayrica bazik 6zellikte formiilasyon hedefi i¢in stearat kreminin se¢imine katki
saglamigtir. Formiilasyon bilesenleri olarak kararlagtirilan maddelere ait oOzellikler
ilerleyen alt basliklarda sunulmustur (Yazan, 2010).

2.10.1. Gliserin

Polar organik bir trihidroksi alkoldiir (http-8). Kimyasal adi E422, 1,2,3-
propanetriol, gliserol olarak isimlendirilir. Molekiil formiilii C3HgO3’diir (Sekil 2.6). Su
ve alkol ile karigir; asetonda ¢oziiniir. Nemlendirme 6zelligi ¢ok yiiksektir, hacminin 4
kat1 kadar su tutabilir. Dogal ve petrokimyasal yollardan elde edilebilen gliserin,
hayvansal ve bitkisel yaglarda bulunur. Kozmetik {iriinlerinde ¢6ziicii ve yaglayici olarak

kullanilir (Giiven, 2001).

Ho/\/\OH

OH

Sekil 2.6. Gliserin kimyasal yapisi (Giirel, 2009)

2.10.2. Gliserol monostearat

Gliserol monostearat (GMS), kozmetolojide emiilgatér olarak kullanilan bir
monogliserittir (Sekil 2.7). Kimyasal olarak stearik asidin gliserol esteridir. Higroskopik
olan beyaz, kokusuz lapa seklini alir. GMS, kivam arttirici, emiilsifiye edici olarak
kozmetik ve sa¢ bakim iirlinlerinde siklikla tercih edilen bir maddedir (Hivare, Deosarkar
ve Kamble, 2017).

W\M
Ho’\/\o

OH

Sekil 2.7. Gliserol monostearat kimyasal yapisi (Rosentrater ve Evers, 2018)
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2.10.3. Propilen glikol

1,2-propanediol yapisinda glikoldiir. Kimyasal formiilii C3HgO2 olan propilen
glikol diisiik ucuculuklu, suyla, alkolle ve eterle karisabilen, yiiksek saflikta berrak
renksiz, petrol yag tiirevi bir solventtir. Notral ve higroskopiktir. Etanolle agsag1 yukari
esit giicte bir antibakteriyel 6zelliktedir (http-9).

Propilen glikol kozmetikte okliizif ve hiimektan etkili bir nemlendirici olarak tercih
edilir (Draelos, 2000). Yiiksek seviyede su ¢ekici 6zelligi ile hiimektan sinifta yer alir.
Kozmetik ve farmasotik formiilasyonlarda ¢oziicli ve penetrasyon arttirict olarak da
kullanimi ¢ok yaygindir. Hazirlanan formiilasyonumuzda nemlendirici etkisi ile cildi
rahatlatmasinin yani1 sira penatrasyon artirici etkisinden de yararlanabilmek icin
kullanilmistir (Yin vd., 2009).

2.10.4. Setil alkol

Setil alkol, 1817 yilinda Fransiz Michel Chevreul tarafindan balina yag ile islem
yapilarak kesfedilmistir (Sekil 2.8). Giiniimiizde palmiye yagindan elde edilen palmitik
asidin azaltilmasi ile elde edilir (Rx MediaPharma, 2020). Cilt kremleri ve losyonlarda
genellikle emiilgator, yumusatict ve yogunlastirici olarak; sampuanlarda matlastirici
olarak kullanilir. Soguk suda ¢6ziinmez, sicak suda ve alkolde nispeten ¢oziiniir. Yagda

¢oOziiniir 6zelliktedir (Gontil, 2000).

oo
Sekil 2.8. Setil alkol kimyasal yapisi (http-10)

2.10.5. Stearik asit

Stearik asit, CH3(CH2)16COOH formiiliiyle gosterilen doymus bir yag asididir
(Sekil 2.9). Hayvan ve bitkiden elde edilen kati-sivi yaglarda, genellikle gliserit stearin
seklinde bulunur. Sanayide yaglarin su buhariyla hidrolize ugratilmasiyla elde edilir.
Iginde bir miktar palmitik ve oleik asit yabanci madde olarak kalir. Saf madde olarak
fraksiyonlu distilasyonla ayrilabilir (Ugurum ve Malgir, 2017). Krem formiilasyonlarinda

yumusatici ve yardimer emiilgator olarak kullanilmaktadir (Giiven, 2001).
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Sekil 2.9. Stearik asit kimyasal yapis: (Mensah, Awudzal ve O’Brien, 2018)

2.10.6. Trietanolamin

Asitlerin nétralizasyonlarinda kullanilan bir pH ayarlayici ve yiizey aktif maddedir
(Fiume vd., 2013). Stearik asit veya oleik asit gibi yag asitleriyle karistirilinca non iyonik
sabunlar olusur. Su, kloroform ve alkolde ¢oziiniir, eterde giic ¢Oziiniir 6zelliktedir

(IARC, 2002).

HO\/\N/\/OH

OH

Sekil 2.10. Trietanolamin kimyasal yapisi (IARC, 2002)

2.10.7. Gl hidrolat

Giil hidrolati, Rosa damascena (Gorsel 2.4) cinsi giil ¢igeginin buhar distilasyonu
sonrasinda yagin altinda kalan suyudur. %3 civarinda giil yagi igerir. Giil yagi ise cildi
tahris ve alerjiye kars1 antienflamatuar etkisi ile yatistirma o6zelligi ile taninmaktadir
(Baydar ve Goktiirk Baydar, 2017).

Farmakolojik olarak giil yagi ve giil suyu ile ilgili yapilan klinik ¢aligmalarda; anti-
bakteriyel, anti-HIV, antikanserojenik, laksatif, antidiyabetik, analjezik, hipnotik,
antikolviilsan, antidepresan, bronkodilatator, anksiyolitik, antioksidan, antienflamatuvar,
antispazmodik, yara iyilestirici ve anti-aging 6zellikler tasidig1 gosterilmis; konjuktivit,
kuru goz, katarakt gibi g6z hastaliklarinin tedavisinde kullanim alani bulmustur.
Antienflamatuar etkisi ile giil hidrolatinin, arbutinin olusturacagi olasi cilt tahrisini
azaltmasi hedeflenmis ve formiilasyonumuzda deiyonize su yerine tercih edilmistir

(Sentiirk ve Dogan, 2017).
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Gorsel 2.4. Rosa damascena (Boskabady vd., 2011)

2.10.8. Tath badem yag1

Tatli badem yagi1, Prunus amygdalus dulcis meyvelerinden soguk stkim yontemi ile
elde edilmektedir (Aydin, 2019). Soguk sikim yaglar 1s1 uygulamaksizin, sadece mekanik
islemlerle, yagin dogasin1 bozmadan iiretilen bitkisel yaglardir (Imer ve Tasan, 2018).
Tohumlar1 %43-58 oraninda sabit yag igermektedir. Oleik asit (omega-9 yag asiti),
linoleik asit (omega-6 yag asiti) ve bir miktar da doymus yag asidi i¢erir (Yildirim vd.,
2008).

Cin ve diger geleneksel tiplarda cildi yumusatmak, kurumasini gidermek, egzamay1
gidermek i¢in kullanimi vardir (Roncero vd., 2016). Hipertrofik skarlagsmay1 azalttig
bildirilmektedir (yaralarda tamir siirecinin beklenenin 6tesinde asir1 iz olusumu ile
sonuglanmasi) (Balta, 2013). Yapilan kozmetik bir ¢alismada topikal kullanilan badem
yaginin UV isinlariin  yaptigi yapisal hasari Onleyebilecegi ve foto-yaslanmayi
yavaglattig1 bildirilmistir (Sultana vd., 2007). Gebelikte goriilen deri gatlaklarina (Stria
gravidarum) sahip 16-18 haftalik hamile kadinlarda yapilan bir ¢alisma, aloe vera ve tatl
badem yagi kullanan hastalarda catlak bolgesindeki kasinti ve c¢atlaklarin azaldigi
goriilmistiir (Hajhashemi vd., 2018).

2.10.9. Zeytin yag:

Zeytin yagi, Olea europaea L. agacinin yapraklarindan elde edilir. Akdeniz
iklimine sahip iilkelerde dogal olarak bulunur veya kiiltiirii yapilmaktadir. Yapraklari
tanen, ugucu yag, organik asitler ve regine tasir (Baytop, 1999). Skatrizan bir ajan olarak
deride UV hasar1 ve yaralar iyilestirmede kullanilir. Zeytinyag1 icerdigi fenolik bilesikler
sayesinde oksidatif ve foto-oksidatif strese karsi antioksidan o6zellik gosterir ve bu
nedenle cildi koruyan dermakozmetik preparatlarin terkibine girmis durumdadir
(Demirezer vd., 2017).
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2.11. Derinin Ozellikleri ve Yapisi

Yaklasik 1.8-2.0 m? yiizey alan1 ve 9 kg agirligi ile viicut agirhginm yaklasik
%16’sm1 olusturan deri, viicudumuzun en biiyiik orgamidir. Yaklagik 0.5-3.0 mm
kalinligindadir (Azizoglu, 2014). Viicudumuzu fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal dig
etkenlere karst korur. Kan basincinin denetlenmesinde ve viicut sicakliginin
korunmasinda rol oynar. Ayrica UV 1sinlarina karsi iyi bir koruma saglar, antijenik
uyarilardan korur. Derinin immiin sistemin bir pargast olarak da ¢alisan bu boliimiine
derideki lenfoit doku (SALT, skin associated lymphoid tissue) denir (Degim, 2007).

Deri pH’s1 anatomik bdlge, cinsiyet, ter, sebum icerigi ve hidrasyon gibi faktorlerin
etkisi ile ortalama 4.2-5.6 degerine sahiptir. Stratum corneum asit pH’sinin son bolgesi
iken, bu 6lii tabakanin hemen altindaki canli epidermisin iist katmanlarinda pH degeri
nétrale yaklasmistir (Ohman ve Vahlquist, 1994; Ryan, Grice ve Roberts, 2016).

Yiiksek miktarda kalsiyum iyonu igerir (yaklasik 1 mg/g doku) (Azizoglu, 2014).
Deride kimyasal ve biyokimyasal bariyeri ise antioksidanlar, enflamatuar mediyatorler,
UV absorbe eden molekiiller ve ksenobiotik metabolize edici enzimler saglar (Aksoy,
2013). Deri yiizeyindeki desenlere dermatoglifler adi verilir; ayrica, ter bezleri ve kil
folikiilleri agikliklarinin meydana getirdigi gézeneklerde vardir (Gokge, 2018).

2.12. Deri Rengi

Deri rengi, irklara ve her 1rk igindeki bireylere gore farklilik gosteren bir olgudur.
Farkliligin temel sebepleri epidermisin kalinligi, deri tabakasinda bulunan pigment
hiicrelerinin yogunlugu, tipi ve igerigi olarak sayilabilir (Tarimc1 ve Badilli, 2017).
Dogumla gelen dogal deri rengi yasam siirecinde istemsiz olarak degisiklik gosterebilir.
Ozellikle giinese maruziyet sonucu UV 1sinlarina bagl olarak gelisen bronzlasma sonucu
kiside istemsiz bir deri rengi ortaya ¢ikar. Bu tip renk degisikligi ge¢ici olup zaman i¢inde
eski durumuna geri doner (Tarimer ve Badilli, 2017).

Genetik faktorler, deri pigmentleri, UV 1sinlarina maruz kalma ve ¢evresel faktorler
diinyadaki renk ¢esitliliginde etkendir. Epidermis tabakasinda yer alan melanin pigmenti
cilt rengini etkileyen temel maddedir. Melanin sentezini saglayan melanositlerin sayisi,
melanojenik aktivite, melanin tipi, melanozomlarin biiytikliigi, sayis1 ve dagilimi da cilt
renginin olusumunda rol alan diger faktorler arasindadir (Rawlings, 2006).
Melanogeneziste, genetik faktorler rol alirken; proopiomelanokortin tiirevi peptidler olan

hormonlar giinese maruz kalinan bolgelerde pigmentasyonu uyarmaktadir (Gillbro ve
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Olsson, 2011). Cilt rengini belirleyen diger parakrin faktorler arasinda endotelin-1, kok
hiicre faktorii, prostaglandinler ve katekolaminler yer almaktadir (Parvez vd., 2006).
Derideki pigmentasyon bozuklugu iki sekilde gerceklesir.
e Hipopigmentasyon
e Hiperpigmentasyon
Hipopigmentasyon, melanin iiretiminin yeterince olmamasi veya yok olmasi
durumunda deride olusan renksiz alan ve beyaz leke ile karakterizedir (albinizm ve
vitiligo hastaliklart). Hiperpigmentasyon ise melanin sentezinin farkli nedenlere bagl
olarak artmasi sonucu epidermis tabakasinda kahverengiden siyaha kadar degisen renkte
nokta ve lekelerle karakterizedir (Algin Yapar, 2017). Hiperpigmentasyon nedeni olarak
melanosit hiicrelerinin artmasi sonucu olusan melanositoz ve melanin miktarinin
artmasina bagli olarak goriilen melanoz gosterilebilir. Hiperpigmente lezyon ¢ocuk ve
yetiskinlerde farkli nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (Tarime1 ve Badilli, 2017).
2.12.1. Melanin

Melanin, oksihemoglobin, indirgenmis hemoglobin ve karoten olmak iizere deride
temel olarak dort pigment bulunur (Harry ve Wilkinson, 1982; Hekioglu, 2004):
e Melanin: kahverengi renklidir ve epidermiste bulunur.
e oksihemoglobin: kirmizi renk verir ve dermisteki kilcal kan damarlarinda bulunur.
o [ndirgenmis hemoglobin: mavimsi kirmizi renk verir ve dermis tabakasindaki
venler i¢inde bulunur.
e Karoten: sar1 renk verir, derinin subkutan tabakasinda bulunur.

Melasma ag¢isindan bu pigmentlerden en 6nemlisi, epidermisin bazal tabakasinda
yer alan melanosit hiicreleri tarafindan iiretilen melanindir (Tarimer ve Badilli, 2017).
Memeli hiicrelerinin baglica pigmenti olan melanin, deri, gbz, sa¢ ve iris te bulunan;
indoller ve tirozin oksidasyonundan tiiretilen diger ara {irtinleri igeren ve diizensiz 15181
emen bir polimerdir. UV radyasyonuna karsi cildin korunmasinin temel bir boliimiine
katkida bulunur (Turhan, 2018).

Melaninin sentezlendigi yer melanosit isimli 6zel hiicrelerdir (Irmak ve Temel,
2000). Embriyoda noral kristadan kdken alarak ¢esitli dokulara gegen melanosit tirozinaz
enzimini aktive ederek tirozinin melanosit stoplazmasina kan akimi yoluyla ulagsmasini
saglar ve boylece tirozin, melanine doniiserek melanozomlarda depolanir (Murray vd.,
1998; Valipour, 2015). Daha sonra melanozomlar olgunlasarak melanositlerden

keratinositlere gecis yaparlar. Keratinositlerdeki melaninin gorevi, keratinositleri UV
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1isinlarin zararl etkilerinden korumaktir (Sahin, 2018). Ayrica fenotiyazin, klorpromozin,
klorokin, lokal anestezikler, aminoglikozid antibiotikleri, herbisitler, boyalar, alkaloidler
ve metaller gibi ¢esitli kimyasal maddeler melaninde depolanir ve zararl etkileri 6nlenir

(Irmak ve Temel, 2000).

m Tirozinaz m

L-Tirozin L-Dopa
0,
Tirozinaz
HO
O CO0H
N MM

Dopakinon

H
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DCDBK am

Melanin

Sekil 2.11. Melanin sentezi semast (Valipour, 2015)

Melanin sentezinde (Sekil 2.11), L-tirozin bakir igeren tirozinaz enzimi ile
oksitlenerek 6nce DOPA daha sonra da dopakinon bilesigine doniisiir. Devam eden
stirecte non-enzimatik oksidasyon zinciri ile dopakinondan bir seri indol tiirevi olusur ve
melanin kompleksi ortaya c¢ikmaktadir (Tarimer ve Badilli, 2017). Ortaya ¢ikan bu
kompleks melanin pigment karisiminda eu-melanin ve feomelanin birlikte bulunur.
Omelanin polimerik yapili olup molekiil agirlig1 yiiksektir ve siyahtan kahverengiye
degisen melanin rengini ifade eder. Feomelanin ise, sar1 kirmizi renkli olup alkali ortamda
¢Oziiniir. Deride bu iki tip melanin karigim halinde bulunur. Feomelanin (sari/kirmizi) ve
omelanin (kahverengi/ siyah) olup diinyadaki etnik deri rengi farkliliklarinin temel nedeni
olarak kabul edilmektedir (Algin Yapar, 2017).

Melanin sentezinde yer alan tirozinaz enzimi oksidorediiktaz enzim grubuna aittir
(Valipour, 2015). Bakteriler, mantarlar, bitkiler, bocekler, kabuklular ve memeliler gibi

genis bir yelpazede bulunan tip III bakir proteinidir (Valipour ve Arikan, 2018). Enzim
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oksijensiz olarak inaktif durumunda iken bir oksijen molekiilii baglanarak oksi duruma
gelir ve aktiflesir. Kristal tirozinaz enzimlerinin yapisinda, enzimin aktivitesi i¢in gerekli
iki bakir iyonu katalitik ¢ekirdek i¢inde yer alir. Bakir iyonlariyla etkileserek cilt rengini
acan askorbik asit gibi etkin maddelerin hedefi bu nedenle tirozinaz enzimindeki bakir
iyonlaridir (Valipour, 2015).
2.13. Derinin Tabakalari

En iistte dis ¢evre ile temas halindeki epidermis, altinda bag dokusu elemanlarindan
olusan, elastikiyet ve direnci saglayan dermis, dermisin altinda ise yag igerigi yiliksek olan

ve alttaki dokularla baglantiyr saglayan subkutan doku olarak da bilinen hipodermis
vardir (Sekil 2.12) (Ohman ve Vahlquist, 1994).

N

Kan damarlan

Yag hacrelen - J

‘-’;4? £ g = se s
Sekil 2.12. Derinin tabakalari (Gékge, 2018)

Ayrica epidermis ve dermis arasinda da dermo-epidermal bilesen (junction) adi
verilen 0zellesmis bir yap1 yer alir. Dermo-epidermal bilesen, iistteki epidermise mekanik
destek saglarken dermis ve epidermis arasinda hiicreler ve biiylik molekiillere kars1 engel
gorevi yapar (Azizoglu, 2014).

2.13.1. Epidermis

Kan damar ve lenfatik sistem icermeyen derinin en dis tabakasidir. Cogunlukla
keratinosit hiicrelerinden olusmaktadir. Dermis ile komsu katmanda keratinositler
boliinerek iist katmanlara atilir. Alt katmanlarda canli olan keratinositler en {ist katmanda
olir ve deriden dokiilerek atilir. Bu siirece keratinizasyon dongiisii-turnover
denilmektedir. Normal bir insanda bu siire¢ 28 gilindiir. Kalinlig1 bulundugu bélgeye gore
150-180 pwm arasinda degisir. Epidermis bes ayri tabakadan olusur (Ryan Grice ve
Roberts, 2016).
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Bu tabakalar en distan en ige dogru asagidaki sekilde siralinir (Sekil 2.13):
e Stratum corneum
e Stratum lucidum
e Stratum granulosum
e Stratum spinosum

e Stratum basale

= T ——— Kemtinile dolusla

hicreler
Stratum corneum
Stratum lucidum —E
Stratum granulosum
Lamellor granalier
Stratum spinosum Ke:
— = 7 n
um basale
Merkel hicresi
Melanosit v ~
=2 : Duyusal néron
Dermis ol

Sekil 2.13. Epidermisin yapisi (Gokge, 2018)

2.13.1.1. Stratum corneum (boynuzsu tabaka)

Protein ve lipitlerden olusmaktadir. Protein kismi a ve B keratinden, lipit kismu ise,
seramitler, serbest steroller, serbest yag asitleri ve trigliseritler gibi nétral lipitlerden
meydana gelmistir. Hidrofobik bir membran gibi davranir (Willia ve Barry, 1991).

Iki haftada bir kendini yenileyen epidermisin en dis tabakasidir ve 6-15 um
kalmhigidadir (Ozkan, 2011). 15-20 kat 6lii, yassilasmis, uzamis ve tamamen keratinize
olmus korneositleri icerir (Ozkan, 2011). Hiicrelerin ve korneositler icindeki proteinlerin
etrafini saran lipit tabaka, ilaglarin deriden gecisi i¢in bariyer gorevi yapar. Icerdigi lipit
miktar1 ve cinsi, bulundugu viicut bolgesine gore degisir ve bu da permeabilitenin
farkliliginda 6nemli bir faktordiir (Azizoglu, 2014). Stratum corneum bariyeri, korneosit
hiicreleri ve hiicreler arasi lipitlerin organizasyonu sonucu olusan fiziksel bariyer
ozelligini saglayan en dis kisimdir. Ayrica epidermis hiicreleri arasindaki siki baglanti

noktalar1 da bariyere destek verir (Wang vd., 2005).
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2.13.1.2. Stratum lucidum

Sadece avug ici ve ayak tabani gibi derinin ¢ok kalin oldugu boélgelerde goriilen
asir1 diizlesmis eozinofilik hiicrelerden olusan ince bir tabakadir (Azizoglu, 2014).

2.13.1.3. Stratum granulosum (graniiler tabaka)

Diizlesmis hiicrelerden olusan canli epidermisin en dig siniridir. Keratinizasyonun
ilk bulgularin1 gosterir. Cekirdek ayrilmasi bu tabakada baslar fakat hiicrelerde ¢ekirdek
hala vardir (Ozkan, 2011).
2.13.1.4. Stratum spinosum (diken, sivri u¢ tabakast)

Lipit yoniinden zengin tabakali boliimler igerir ve desmozom adi verilen baglanti
birimleri fazladir (Acartiirk vd., 2007).
2.13.1.5. Stratum germinativum (bazal tabaka)

Dermis-epidermis sinir noktasidir ve ayrica deri pigmentini olusturan melanositler
de bu tabakada bulunmaktadir. Daha hizli boliinebilen, ¢ogalabilen hiicreleri igerir ve
boylece deri ylizeyine dogru ilerleyip farklilasarak diger tabakalar1 olusturacak sekilde
yer degistirir. Hemidesmozom ad1 verilen baglanti birimleri ile dermise baglanmislardir
(Azizoglu, 2014)

2.13.2. Dermis

Kolajen, retikiilin ve esneklik veren bir protein olan elastin olarak 3 6nemli protein
icerigi karakterizedir. Ayrica polisakkarit icerigi de yogundur (Azizoglu, 2014). Dermisin
hiicresel kismini da fibroblastlar, mast hiicreleri ve histiyositler olusturur. Sag folikiilleri,
ekrin ve apokrin ter bezleri, dokunma ve basing duyularimi ileten 6zellesmis sinir
hiicreleri de bu tabakadadir. Dermisin ayrica ¢ok zengin bir damar igerigi vardir (Wang

vd., 2005).

Stratum
corneum

%

Sebase >, Kaleal
Ekrin R Epid i
Lo bezler 1 4 :tm:ri \‘\\——J pidermis
bezleri 7/ g n Papll!er
” dermis
- Yiizeysel |
A ac oy Retikiiler
\ dermis
‘ S \
Sac ! ZIENNN )

folikiilia

Subkiitandz

Apokrin ter adipoz doku

bezleri
Sekil 2.14. Dermisin yapist (Gokge, 2018)
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2.13.3. Hipodermis (deri alt1 tabaka)

Yag iireten ve depolayan hiicrelerden olusur. Fiziksel destek vermek, sicaklik
yalitmimi temin etmek ve kolajenler yoluyla deriye esneklik saglamak gorevleridir.

Ayrica ana kan damarlar1 bu tabakadadir (Azizoglu, 2014).

Haut, Katze = - = i g =S =" SHE. 64x
Sekil 2.15. Hipodermisin mikroskobik goriintiisii (Gokge, 2018)

2.14. Deri Uzantilar:

Deri uzantilari, ekrin ve apokrin ter bezleri, yag (sebase) bezleri, kil folikiilleri ve
tirnaklardan olusmaktadir (Ozkan, 2011). Ekrin ter bezleri, apokrin ter bezlerinden daha
kiigliktiir. Salgilarim1 dogrudan deri ylizeyine bosaltan tiibiiler yapidaki ekrin bezler
dudaklar ve parmaklar hari¢ tiim viicutta bolgeye gore degisen yogunlukta bulunurlar.
Ayrica, deri yiizeyini patojenlere karsi koruyan asit ortamm pH’ini etkiler ve viicut
sicakligiin diizenlenmesinde gorev alirlar (Gokge, 2018). Apokrin ter bezleri ise, deri
ylizeyine agilmadan kanallar ile kil folikiillerine agilirlar. Aksilla ve perianal bolgelerde
lokalizedirler (Acartiirk vd., 2007). Yag bezleri, trigliseritler, serbest yag asitleri ve
skualen karisimindan olusan sebum salgisini iiretirler ve genellikle killi bolgelerde
bulunurlar. Kisa bir kanal ile bagli bulundugu kil folikiiliine agilir ve arektor pili kasinin
kasilmasi1 ile i¢indeki sebumu kil folikiilii araciligi ile deri yiizeyine bosaltirlar
(Zouboulis, 2004). Sebum salgisi derinin kurumasini Onler, deri biitiinliigiiniin
korunmasina katkida bulunur (Acartiirk vd., 2007). Bir kil folikiilii ve birlikteki yag

bezinden olusan yap1 pilosebase iinite olarak adlandirilir (Rhein, Zatz ve Motwani, 2007).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Alpha Arbutin
Asetonitril

Badem Yagi

Etanol

Gliserin

Gliserol Monostearat
Giil Hidrolat1
Metanol

o-fosforik asit
Propilen Glikol 400
Setil Alkol

Stearik Asit
Trietanol Amin

Zeytin Yag1

Hangzhou Lingeba Technology

Sigma-Aldrich
Tito / Smart Kimya
Sigma-Aldrich
Tekkim Kimya
Tito / Smart Kimya
Suvar Kimya
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Zag Kimya

Mum / Smart Kimya
Tekkim Kimya
Taris
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Cin Halk Cum.
Almanya
Tiirkiye
Almanya
Tirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Almanya
Almanya
Almanya
Tiirkiye
Tirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye



3.2. Kullanilan Cihazlar

Analitik Terazi

Biiytlik Kapasiteli Santrifiij

Buzdolab1

Coklu Manyetik Karistirict

Diferansiyel Taramali Kalorimetri

Dondurucu (-20°C)
Distile Su Cihazi
Etiiv

Hassas Terazi
Kararlilik Kabini
Mekanik Karistiric
Mekanik Karistirici
Mikropipet Seti

pH Metre

pH Metre

Reometre

Saklama Dolab1 (-20°C)
Saklama Dolabi (4°C)
Santrifiij

Su banyosu

Ultra Performansli

S1vi Kromatografisi

Vorteks karistirici

Mettler Toledo Xse105
Eppendorf 5810
Argelik No Frost
IKART 15

Shimadzu DSC-60

Arcelik
MilliQ Millipore
Niive FN 500

Mettler Toledo D96R
Aymes

Heidolph Rzr 2102

Daihan WiseStir HS-50A
Eppendorf

Mettler Toledo Sevencompact
WTW Profi Lab, pH 597
Brookfield DV-III

Liebherr Medline

Liebherr Medline
Eppendorf Centrifuge 5417r
Biichi B-490

Agilent 1290 Infinity
Jeiotech VM96B
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ABD
Almanya
Tirkiye
Almanya
Japonya
Tirkiye
Fransa
Tiirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Almanya
Giiney Kore
Almanya
ABD
Almanya
ABD
Avusturya
Avusturya
Almanya

Isvigre

ABD

Giiney Kore



4. YONTEMLER

Bu tez calismasinda etkin maddenin suda ¢oziinmesi ve hedef leke yapic1t melanin
pigmentinin epidermiste yer almasi sebebi ile su fazi iceren ve yiizeysel olarak epidermise
uygulanabilen klasik emiilsiyon tercih edilmistir. Yontemler kisminda oncelikle etkin
madde miktar tayini igin gelistirilen analitik yontemin validasyon parametreleri
aciklanmis; sonrasinda ise formiilasyon ve stabilite ¢alismalar1 ayrintili olarak
anlatilmistir.

4.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalar:

Analitik yontem validasyonu yapilmasindaki amag¢ kullanilan test yonteminin
giivenligi, dogrulugu ve planlanan hedefe uygunlugunu verilerle kanitlamaktir. Yapilan
calismada dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik ve segicilik gibi analitik
parametreler etkin maddenin miktar tayini yontem validasyonunda esas alinarak analitik
olarak degerlendirilmistir. Calismada Q2(R1) Analitik Islem Validasyonu baslikli
Uluslararas1 Harmonizasyon Kilavuzu kullanilmistir (ICH, 1996).

Etkin madde olan arbutin miktar tayini i¢in ultra performansh sivi kromatografisi
(UPLC) kullanilmistir. UPLC etkin madde olan Arbutin in miktar tayini igin
kullanilmistir. Hareketli faz olarak metanol, su ve o-fosforik asit ¢ozeltisi farkli oranlarda
karistirillarak ve izokritik ayrim yapilarak kullanilmis sabit faz olarak ise sistemde C18
kolonu kullanilmistir. Farkli faz ve oranlar denenerek arbutin sinyali belirlenmis ve diger
sinyallerden ayrilma durumuna bakilarak en uygun hareketli faz se¢ilmistir. Kolona
verilme sicaklig etkin madde ve hazirlanan hareketli faz i¢in 20-40 °C aras1 degistirerek
belirlenmistir. En goriiliir olan arbutin dalga boyunun belirlenmesi i¢in dedektor
kullanilmis ve farkli dalga boylarindaki piki incelenmistir. Hazirlanan biitiin 6rnekler
0.22 pm seliiloz asetat membrandan siiziilerek UPLC ile analiz edilmistir. Literatiir
aragtirmas1 ve yapilan denemeler sonucunda karar verilen ve analizlerde kullanilan

calisma kosullar1 Cizelge 4.1°de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Ultra performansh sivi kromatografisi ¢alisma kosullar:

Cihaz Agilent 1290 Infinity
Kolon Agilent Poroshell 120 EC-C18 3.0x100 mm, 2.7 um
Firin Sicakligi 30°C
Hareketli Faz metanol:su (10:90, h/h) + %2 o-fosforik asit
Dedektor Fotodiyot dizi dedektorii
Dalga Boyu 226 nm
Akis Hiza 0.3 mL.dk?
Enjeksiyon Hacmi 1.0 uL

4.1.1. Dogrusallik (Linearity)

Analitik yontemin dogrusallig1 bilinen konsantrasyondaki stok cozeltiden farkli
oranlarda hazirlanan 6rnekler ile dogru orantili test sonuglari elde edilebilme yetenegidir.
Analitik yontemin c¢alisma araligi icinde bir bolge segilmesi dogrusal iliski igin
gerekliliktir. Dogrusalligin sinyal alani vermesi analitik konsantrasyonunun fonksiyonu
olmasinin sebebidir. Istatistiksel ydntem ve regresyon analizi bu teste ait degerlendirmede
kullanilmaktadir. Deney minimum 5 konsantrasyon ve 3 tekrardan olusacak sekilde
planlanmistir. Kabul limiti regresyon sonucunda elde edilen korelasyon katsayisinin
minimum {ii¢ dokuzlu olmasidir. Dogrusallik calismasi sonucunda gerekli veriler
korelasyon katsayisi, y-kesisim, egim, artik kareler toplami (RSS, residual sum of
squares) ve grafiklerdir.

4.1.2. Kesinlik (Precision)

Kesinlik, repeatability (tekrar edilebilirlik), intermediate precision (ara iriin
kesinligi) ve reproducibility (tekrar iretilebilirlik) olarak oSlgiilebilmektedir. Kisa bir
zaman aralig1 ve ayni1 islem kosullarindaki kesinlik tekrar edilebilirlik olarak adlandirilir.
Ayni stok ¢ozelti kullanilarak hazirlanan 6rneklerin birkag kez tekrarlanmasi ile yontemin
tekrar edilebilirligi kanitlanir. Bu islem, ¢oklu 6rnek hazirlanmasi (n=6) ya da 3 farkh
konsantrasyonda 3 tekrar ile yapilabilir. Yontemin tekrar edilebildigini gostermek i¢in
sonuclarin standart sapma (SS), bagil standart sapma (BSS) ve giiven araliklar1 (CI)
(confidence intervals) verilmelidir.

Ara lirlin kesinliginde birbirinden bagimsiz olaylarin analitik yontemin kesinligine
olan etkisi bulunmalidir. Bu degiskenler giinler, analistler, kullanilan malzeme ve araglar
olabilir. Farkli labratuarlarda deneyin tekrarlanarak aralarindaki kesinligin gosterilmesine
ise tekrar tiretilebilirlik denir. Bu zorunlu olmayan ve farkli birimler arasi ortak ¢alisma

gerektiren bir parametredir.
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4.1.3. Dogruluk (Accuracy)

Kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin ger¢ek degerlere olan
yakinligi Dogruluk olarak adlandirilir. En az 9 tayinle (3 konsantrasyon / 3 tekrar)
yapilmali ve % verim olarak ifade edilmedir. Dogrulugun belirlenebilmesi igin
konsantrasyonu bilinen orneklerin Ol¢limii yapilir ve hesaplanan miktarlar gergek
miktarlarla karsilastirilir. Sonuclar % verim ve her seri i¢cin BSS ve %95 CI olarak verilir.

4.1.4. Duyarhlik (Sensitivity)

Cok diisiik konsantrasyonlar1 tespit edebilme yetenegine analitik yoOntemin
duyarlilig1 denir. Ornek igindeki analitin konsantrasyonunun tam deger olarak en diisiik
miktarina Saptama Sinir1 (LOD) denir ve bu bazin kantitatif olarak kesin bir deger
olmayabilir. Ornek igindeki analitin kantitatif olarak saptanabilen uygun dogruluk ve
kesinlik i¢indeki en diisitk miktarina Miktar Tayini Sinir1 (LOQ) denir. Hem saptama
sinirt hem de miktar tayini smirini belirlemek i¢in ydntemin enstriimental olup
olmamasina bagli olarak farkli yaklasimlar vardir:

e Gorsel degerlendirmeye bagli yontem
e Sinyal-giiriiltii yontemi
e Egim ve standart sapmaya bagli yontem

Bos orneklerin standart sapmasi veya kalibrasyon egrisinin kullanimi

LOD ve LOQ hesaplar1 i¢in kullanilan formiiller asagidaki gibidir:

LOD = 3.3 x (regresyon dogrusunun y-kesisim degerinin standart sapmasi / egim)

LOQ =10 x (regresyon dogrusunun y-kesisim degerinin standart sapmasi / egim)
4.1.5. Segicilik (Specificity)

Spesifik olarak sadece amaglanan bilesen veya bilesenleri analitik yontemin tayin
edebilmesi Ozelligine Segicilik denir. Yardimci maddeler, etkin maddenin bilinen
metabolitleri, safsizliklar gibi ortamda bulunabilecek diger bilesenler tek bir bilesen i¢in
yapilan Ol¢limii etkilememelidir. Secicilik, karmasik numune karisiminin analizinde
girisim derecesinin de 6l¢iistidiir.

4.2. Optimum Formiilasyonun Belirlenmesi

Optimum formiilasyonun belirlenmesi i¢in caligsmalara Oncelikle etkin madde
icermeyen formiilasyonlarla baglanmistir. Bu amagla farkli oranlarda yardimci madde ve
emiilgator iceren emiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Toplam yedi farkli

formiilasyon planlanmis ve tiim formiilasyonlar 20 gram {izerinden hesaplanmistir. Su
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fazin1 olusturan gliserol monostearat, trictanolamin, gliserin, propilen glikol ve giil
hidrolatt ayr1 bir beherin i¢ine ylizde agirliklarina gore hassas terazide tartilarak
eklenmistir. Diger bir behere yag fazini olusturan zeytin yagi, badem yagi, setil alkol,
stearik asit ylizde agirlik oranlarina gore hassas terazide tartilarak eklenmistir. Sicak su
banyosu 74°C sicakliga ayarlanmis ve bu sicakliga ulasildiktan sonra yag ve su fazin
iceren beherler ayr1 ayri su banyosu iizerine konulmustur. Karigtirict 500 rpm’e
ayarlanarak iki faz ayr1 ayri karistiricilarda 5 dakika homojen olana kadar karistirilmastir.

Daha sonra su fazi1 yag fazinin iistiine eklenerek 5 dakika karistirilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli oranlarda hazirlanan klasik emiilsiyonlar

Bilesen F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Zeytinyag1 %6.0 %12.0 %20.0 %6.0 %3.0 %3.0 %6.0
Badem yagi1 %6.0 %12.0 %20.0 %6.0 %3.0 %3.0 %6.0
Setil Alkol %4.0 %4.0 %4.0 %6.0 %6.0 %4.0 %4.0
Stearik asit %1.0 %1.0 %1.0 %0.5 %0.5 %1.0 %0.5
Gliserol monostearat %3.0 %3.0 %3.0 %6.0 %6.0 %3.0 %3.0
Trietanolamin %1.0 %1.0 %1.0 %0.5 %0.5 %1.0 %0.5
Gliserin %3.0 %3.0 %3.0 %3.0 %3.0 %3.0 %3.0
Propilen glikol %3.0 %3.0 %3.0 %3.0 %3.0 %3.0 %3.0
Giil hidrolot1 %73.0 %73.0 %45.0 %69.0 %75.0 %79.0 %380.0

Homojen karisim saglandiktan sonra su banyosu 40°C sicakliga diisiiriilmiis ve
karistirma islemine 5 dakika daha devam edilmistir. Pomat kutusuna karisim aktarilarak
sogumaya birakilmistir. Tim pomat kutularindaki formiilasyonlar 1’den 7’ye kadar
numaralandirilmis ve oda sicakliginda 1 hafta beklemeye alimmistir. Hazirlanan
formiilasyonlarin yiizde agirliklart Cizelge 4.2°de verilmistir. Bir haftanin sonunda
formiilasyonlar renk, koku, faz ayrimu, siiriilebilirlik ve bakteri tiremesi olarak belirlenen
organoleptik kontrollerle degerlendirilmis ve 1-10 aras1 puanlandirilmustir.

Renk parametresinde sar1 renk 1 puan ve beyaz renk 10 puan olarak; koku
parametresinde rahatsiz edici koku 1 puan ve giizel koku 10 puan olarak; siiriilebilirlik
parametresinde yapiskan ve partikiil birakan formiilasyon 1 puan ve kolay siiriilen,
yapiskan olmayip partikiil birakmayan formiilasyon 10 puan olarak; faz ayrismasi
parametresi icin ayrisma yasanmig formiilasyon 1 puan ve stabil kalmis krem
formiilasyonu 10 puan olarak; ve son parametre bakteri iremesi sonucu gozle goriilen
siyah adaciklarin miktar1 ¢ok ise 1 puan ve hi¢ adacik yoksa 10 puan olarak

degerlendirilmistir.

40



Her formiilasyon toplam 3 kere hazirlanmig ve elde edilen tiim organoleptik
kontroller puanlanarak Cizelge 4.3’de siralanmis ve gosterilmistir. Sonu¢ olarak en
yuksek puani alan F1 formiilasyonu kullanilarak caligmalara devam edilmesi uygun

bulunmustur.

Cizelge 4.3. Hazirlanan emiilsiyonlarda yapilan organoleptik kontroller (n=3)

Formiilasyon Renk Koku Faz Ayrim1 Siiriilebilirlik ~ Bakteri Uremesi
F1 10 10 10 9 10
F2 10 8 9 9 7
F3 10 8 6 7 7
F4 9 10 8 9 7
F5 8 9 10 8 9
F6 10 7 8 6
F7 7 6 8 9 10

4.3. Arbutin I¢ceren Formiilasyon Hazirlanmasi

Etkin madde igcermeyen 20 g F1 formiilasyonun yag fazini hazirlamak i¢in 1.2 g
zeytin yagi, 1.2 g badem yagi, 0.8 g setil alkol ve 0.2 g stearik asit hassas terazide
tartilarak Dbir behere konulmustur. Su fazi i¢in 0.6 g gliserol monostearat, 0.2 g
trietanolamin, 0.6 g gliserin, 0.6 g propilen glikol ve 14.6 g giil hidrolati tartilmis ve farkli
bir behere konulmustur. Beherler su banyosu tizerine yerlestirilmis ve listleri saat camiyla
kapatilarak her iki faz 74°C sicakliga getirilmistir. Karistiric1 500 rpm hiza ayarlanarak
iki faz homojen olana kadar ayri1 ayr1 5 dakika karistirilmistir. Daha sonra su fazi yag
fazinin tstiine eklenerek 5 dakika karistirilmistir. Homojen karisim saglandiktan sonra su
banyosu 40°C sicakliga disiiriilmiis ve karigtirma islemine 5 dakika daha devam
edilmistir. Pomat kutusuna karigim aktarilarak kapagi kapatilmig ve sogumaya
birakilmstir.

Etkin madde igeren 20 g formiilasyon hazirlamak i¢in %1 oraninda eklenen etkin
madde giil hidrolat1 miktarindan diisirilmiistiir. Yag fazin1 olusturan 1.2 g zeytin yagi,
1.2 g badem yagi, 0.8 g setil alkol ve 0.2 g stearik asit hassas terazide tartilarak bir behere
konulmustur. Su fazini olusturan 0.6 g gliserol monostearat, 0.2 g trietanolamin, 0.6 g
gliserin, 0.6 g propilen glikol, 14.4 g giil hidrolati ve 0.2 g arbutin hassas terazide tartilmis
ve ayrt bir behere konulmustur. Hazirlanan beherlere etkin madde igermeyen
formiilasyonlarla ayni hazirlama prosediirii uygulanmistir. Yag ve su fazlarmi igeren

beherler su banyosu iizerine yerlestirilmistir. Ustleri saat camiyla kapatilarak her iki faza
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ait maddeler 74°C sicakliga getirilmistir. Karistirict 500 rpm hiza ayarlanarak iki faz
homojen olana kadar ayri ayri 5 dakika karistirilmistir. Su fazi1 yag fazinin dstiine
eklenerek 5 dakika karistirmaya devam edilmistir. Homojen karisim saglandiktan sonra
su banyosu 40°C sicakliga ayarlanarak karistirmaya 5 dakika daha devam edilmis ve
sonra pomat kutusuna karigim aktarilarak sogumaya birakilmistir.

Hazirlanan 3 adet 20 g etkin maddeli formiilasyon {izerinde hemen sifirinci zaman
(formiilasyonlarin hazirlandig1 giin) analizleri yapilmis ve stabilite incelemesi i¢in 4+1°C
buzdolabinda, 25 + 1 °C oda sicakliginda ve 40 = 1°C olacak sekilde ii¢ farkli ortamda
formiilasyonlar muhafaza edilmeye baglanmustir.

4.4. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalar

Karakterizasyon g¢aligmalarinin 6nemi istenilen 6zelliklerde ve kararli bir yeni
tastyict sistem olusturmanin zorluklarindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle yapilacak
karakterizasyon c¢alismalar1 biiyilk Onem tasimaktadir. Formiilasyonlar {iizerinde
organoleptik kontroller, faz ayrim1 ve santrifiij uygulanmasi, pH analizi, termal analiz,
reolojik analiz, etkin madde miktar tayini testleri gergeklestirilmistir.

4.4.1. Organoleptik kontroller

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin 25 + 1°C oda sicakligindaki genel
goriiniisti, kivam, faz ayrismasi, renk ve koku gibi 6zellikleri incelenmistir.

4.4.2. Faz ayrim ve santrifiij uygulanmasi

Faz ayriminin olugsmasini degerlendirmek i¢in taze hazirlanan formiilasyonlar 500
ve 1000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edilerek incelenmistir. Ayrica formiilasyon iki giin
boyunca -20 °C de bekletilmis ve sonrasinda oda sicakliginda ¢oziindiiriilerek fiziksel
durumu gorsel olarak incelenmistir.

4.4.3. pH analizi

pH metre kullanilarak taze olarak hazirlanmig formiilasyonlarin pH degeri 6l¢iimi
yapilmistir.
4.4.4. Termal analiz

Diferansiyel taramali kalorimetre kullanilarak Arbutin ve taze hazirlanmis
formiilasyonlarin termal analizi yapilmis ve termogramlar elde edilmistir. Aliiminyum
ornek kabina konulan yaklasik 3-5 mg madde basing yardimi ile kapagi kapatilarak analiz
edilmistir. Analiz bos aluminyum &6rnek kabi referans alinarak, 50 mL/dk akis hizinda

azot gazi ve 10°C/dk sicaklik artis1 ile gergeklestirilmistir.
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4.4.5. Reolojik analiz

Akis tipi belirlenmesinde taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin reolojik
davranig1 analiz edilmistir. Brookfield koni-plak reometresi analizlerde kullanilmistir.
Olgiimler, ¢apt 1.2 cm ve egimi 1.565° olan koni ile 25+1°C oda sicakliginda
gergeklestirilmistir.

4.4.6. Etkin madde miktar tayini

Valide edilmis UPLC yontemi etkin madde miktar tayini c¢alismasinda
kullanilmistir. Taze olarak hazirlanan 20 g formiilasyondan 200 mg tam olarak tartilmis
10 mL metanol:su (10:90, h/h) karisimi kullanilarak etkin maddenin ¢6ziinmesi
saglanmig ve yine ayni karisim kullanilarak 40 mL’ye tamamlanmistir. 0.22 pum seliiloz
asetat membrandan siizilerek UPLC ile analiz edilmistir. Bu islem ii¢ kere
tekrarlanmustir.

Formiilasyonlar %1 oraninda arbutin icerdigi i¢in 20 g formiilde 200 mg etkin
madde ve miktar tayini i¢in alinan her bir 200 mg oOrnekte 2 mg etkin madde

bulunmaktadir.

1
20 g x 100~ 0.2 g = 200 mg arbutin (D

4.5. Stabilite Testleri

Hazirlanan formiilasyonlar kararlilik ¢alismasi i¢in agzi siki kapali kavanozlar
icerisinde 4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C olmak iizere ii¢ farkli ortam kosulunda ii¢ ay
stiresince saklanmistir. 0., 30., 60., ve 90. giinlerde kararlilik ortamlarinda bekletilen
formiilasyonlar {izerinde fiziksel Ozelliklerin belirlenmesi ve olast degisimlerin
incelenmesi i¢in testler yapilmistir.

4.5.1. Organoleptik kontroller

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin genel
goriiniisii, kivami, renk, koku, faz ayrismasi gibi Ozellikleri belirli araliklarda
incelenmistir.
4.5.2.pH analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin pH

degerlerindeki degisimler pH metre ile belirli araliklarda olgtilmiistiir.
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4.5.3. Termal analiz

Diferansiyel taramal1 kalorimetre kullanilarak 4+1°C, 25+£1°C ve 40+1°C’lik ortam
kosullarinda saklanan formiilasyonlarda termal analiz yapilmig ve termogramlar elde
edilmistir. Aliiminyum 6rnek kabina konulan yaklasik 3-5 mg madde basing yardimu ile
kapag kapatilarak analiz edilmis, islem 50 mL/dk akis hizinda azot gazi ve 10°C/dk
sicaklik artis ile gerceklestirilmistir.

4.5.4. Reolojik analiz

Akais tipindeki degisimlerin incelenebilmesi i¢in reolojik davranis analizleri 4+1°C,
25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarda yapilmistir. Brook
field koni-plak reometresi reolojik analizlerde kullanilmistir. Olgiimler, ¢ap1 1.2 cm ve
egimi 1.565° olan koni ile 25+1°C oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

4.5.5. Etkin madde miktar tayini

Valide edilmis UPLC yontemi stabilite testlerinin i¢inde yer alan etkin madde
miktar tayini c¢ahismasinda kullamilmistir. 4+1°C, 25£1°C ve 40+1°C’lik ortam
kosullarinda saklanan 20 g formiilasyonlardan 200 mg tam olarak tartilmis 10 mL
metanol:su (10:90, h/h) karisimi kullanilarak etkin maddenin ¢dziinmesi saglanmis ve
yine ayni karigim kullanilarak 40 mL’ye tamamlanmistir. 0.22 pm seliilloz asetat
membrandan stiziilerek UPLC ile analiz edilmistir. Bu islem 0., 30. ve 90. giinlerde ii¢

kere tekrarlanmis ve elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak sunulmustur.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari

Miktar tayini validasyonunda dogrusallik, kesinlik (tekrar edilebilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik), dogruluk, duyarlilik ve segicilik parametreleri esas alinmis ve istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

5.1.1. Dogrusallik (Linearity)

UPLC yonteminde kullanilacak arbutine ait standart egrinin belirlenmesi amaciyla
metanol:su (10:90, h/h) karisimi kullanilarak stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok
cozeltiden hareketle 10-100 pg/mL araliginda 6 adet seyreltme yapilarak 3 farkli seri
hazirlanmis ve arbutin konsantrasyonlarina karsilik gelen alan degerleri bulunmustur.

Konsantrasyona kars1 alan/tutulma zamani (R¢) degerleri Cizelge 5.1-5.3’te sunulmustur.

Cizelge 5.1. Seri 1 UPLC sonuglar: ve degerlendirilmesi

Seril Konst (ng/mL) Alan Rt Alan/R¢
1 10.0000 40.3970 2.9380 13.7498
2 20.0000 87.1165 2.9220 29.8140
3 40.0000 164.8482 2.9210 56.4355
4 60.0000 248.1971 2.9200 84.9990
5 80.0000 330.7694 2.9190 113.3160
6 100.0000 417.6929 2.9180 143.1436

Cizelge 5.2. Seri 2 UPLC sonuglar: ve degerlendirilmesi

Seri 2 Konst (ng/mL) Alan Rt Alan/R¢
1 10.0000 40.7423 2.9260 13.9242
2 20.0000 81.9877 2.9220 28.0588
3 40.0000 163.7931 2.9220 56.0551
4 60.0000 247.4547 2.9190 84.7738
5 80.0000 328.8933 2.9210 112.5961
6 100.0000 416.3008 2.9200 142.5688

Cizelge 5.3. Seri 3 UPLC sonuglari ve degerlendirilmesi

Seri 3 Konst (ng/mL) Alan Rt Alan/R¢
1 10.0000 40.5992 2.9230 13.8896
2 20.0000 82.1095 2.9180 28.1390
3 40.0000 163.9398 2.9210 56.1245
4 60.0000 247.0624 2.9210 84.5814
5 80.0000 329.2879 2.9210 112.7312
6 100.0000 426.3095 2.9180 146.0965

45



Uc serinin birlikte degerlendirilmesi icin yapilan hesaplamalar Cizelge 5.4’te

verilmistir. Yapilan dogrusallik ¢alismasi sonucunda, arbutin etkin maddesinin

konsantrasyon hesabi i¢in kullanilacak dogru denklemi y=1.4336x - 0.6788 [y: alan/Rt;
X: konsantrasyon (ug/mL)] olarak bulunmustur (Sekil 5.1). ICH Q2(R1) Analitik

Yontemlerin Validasyonu dokiimaninda dogrusallik ¢alismasi i¢in korelasyon katsayisi,

y-kesim, egim, artik kareler toplami (residual sum of squares) ve grafigin ¢ikt1 olarak

sunulmasi gerektigi belirtilmistir. Artik kareler toplami ortalama degerler i¢in 3.8624

olarak hesaplanmis ve pool edilen degerler icin de 21.1956 olarak bulunmustur. Bu

durum pool edilen verilerin az da olsa ortalamaya goére dogrusalliktan saptiini

gostermektedir (ICH, 1996).

Cizelge 5.4. Dogrusallik hesabt icin 3 seriden elde edilen ortalama Alan/Ry degerleri

Konst (ng/mL) Seri 1l Seri 2 Seri 3 Ort (n=3)
10.000 13.7498 13.9242 13.8896 13.8545
20.000 29.8140 28.0588 28.1390 28.6706
40.000 56.4355 56.0551 56.1245 56.2051
60.000 84.9990 84.7738 84.5814 84.7847
80.000 113.3160 112.5961 112.7312 112.8811
100.000 143.1436 142.5688 146.0965 143.9363

160 -

ortalama (n=3)

140 -

120 -

100 -
Pg 80 -
=
< 60 |
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20 | y = 1.4336x - 0.6788

R* =0.9997
0 T T T
0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.1. Arbutin etkin maddesi i¢in olusturulan dogru denklemi
(n=3+SH)

Yapilan calismalardan da goriildiigli gibi dogrusallik icin 10-100 pg/mL

konsantrasyon araliginda calisilmistir. Dogrusallik c¢alismasini Ozetleyen regresyon
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istatistigi sonuclar1 Cizelge 5.5’da sunulmustur. Elde edilen dogru denklemi arbutin etkin

maddesinin miktar tayini ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Cizelge 5.5. Dogrusallik ¢calismasi regresyon istatistigi sonuglar

Parametre Ortalama Pool
Korelasyon katsayisi (R) 0.9998 0.9997
Determinasyon katsayisi (R?) 0.9997 0.9994
Olgiim say1st 6 18
Artik kareler toplami1 3.8624 21.1956
Kesisim -0.6788
Egim 1.4336

5.1.2. Kesinlik (Precision)

Yontemin tekrar edilebilirligini gostermek igin 3 farkli konsantrasyonda (40, 60 ve
80 ng/mL) arbutin i¢eren 6rnek hazirlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in 3 dl¢iim tekrari
yapilmistir. Yontemin tekrar {iretilebilirligi i¢in de, ayni seriler farkli giinlerde tekrar
hazirlanmis; sonuglar, SS ve BSS olarak verilmistir.

5.1.2.1. Tekrar edilebilirlik (Repeatability)

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen veriler asagidaki Cizelge 5.6’da
Ozetlenmistir. Bagil standart sapma (BSS) ve %95 Giiven Araligi (CI, confidence

interval) hesaplamalari i¢in kullanilan formiiller asagidaki gibidir:

oy et _ Standart Sapma 100 2
= varyasyon Ratsaylst = =4 lama @

Standart Sapma
) 3

1 0695) = tskoru
CI (%95) = tskorux Deney Sayisinin Karekokii

Elde edilen sonuclar ICH’e gore degerlendirildiginde BSS %?2’nin altinda oldugu
icin kullanilan yontemin kesinligi kanitlanmistir (ICH, 1996).
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Cizelge 5.6. U¢ farkli konsantrasyonda tekrar edilebilirlik ¢alismast 1. giin (n=3)

Giin 1 Alan Rt Alan/Rt Konst (ng/mL)
163.2991 2.9170 55.9819 39.5243
40 pg/mL 163.2719 2.9160 55.9917 39.5312
163.3895 2.9160 56.0321 39.5593
246.7210 2.9180 84.5514 59.4533
60 pg/mL 246.3564 2.9150 84.5133 59.4268
246.2555 2.9140 84.5077 59.4229
329.3441 2.9060 113.3325 79.5299
80 pg/mL 329.6957 2.9070 113.4144 79.5870
329.0660 2.9110 113.0423 79.3275

5.1.2.2. Ara iiriin kesinligi (Intermediate precision)

Ara liriin kesinligi i¢in ayni ii¢ konsantrasyon ile tekrar calisilmistir. Caligsma tekrar
edilebilirlik (repeatability) ile ayn1 konsantrasyonlarda gergeklestirilmistir. Bunun sebebi
daha sonra giin-i¢i ve giinler-aras1 olmak iizere sonuglarin ayri ayr1 degerlendirilmesi
gerekliligindendir. Elde edilen sonuglar MS Excel kullanilarak hesaplanmis ve ozet

sonugclari igeren Cizelge 5.7 ve Cizelge 5.8 hazirlanmistir.

Cizelge 5.7. U¢ farkli konsantrasyonda tekrar edilebilirlik calismas 2. giin (n=3)

Giin 2 Alan Rt Alan/Rt Konst (ng/mL)
165.8332 2.9200 56.7922 40.0896
40 pg/mL 163.6026 2.9180 56.0667 39.5835
162.8448 2.9150 55.8644 39.4424
246.0202 2.9160 84.3691 59.3261
60 pg/mL 246.6024 2.9170 84.5397 59.4452
245.4456 2.9180 84.1143 59.1484
328.9033 2.9110 112.9864 79.2885
80 pg/mL 328.1463 2.9050 112.9591 79.2695
328.6977 2.9060 113.1100 79.3747

Cizelge 5.8. Uc farkli konsantrasyonda tekrar edilebilirlik ¢alismas: 3. giin (n=3)

Giin 3 Alan Rt Alan/Rt Konst (ug/mL)
163.1700 2.9160 55.9568 39.5068
40 pg/mL 163.0780 2.9170 55.9061 39.4714
163.8259 2.9160 56.1817 39.6637
246.1090 2.9140 84.4574 59.3878
60 pg/mL 246.6314 2.9110 84.7240 59.5737
246.9293 2.9070 84.9430 59.7265
328.6875 2.9100 112.9510 79.2638
80 pg/mL 328.4848 2.9080 112.9590 79.2694
328.8423 2.9080 113.0819 79.3551
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Elde edilen sonuglar ICH’e gore degerlendirildiginde BSS %2 nin altinda oldugu
icin kullanilan yontemin kesinligi kanitlanmistir. MS Excel programinin yetersiz kaldig1
bazi istatistiksel islemler i¢in ayrica GraphPad Prism programi kullanilarak hesaplamalar
yapilmistir. Bu yapilan hesaplamalar Cizelge 5.9’da goriildiigii gibi pool edilmis
(harmanlanmig) sonuclarin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Analitik yontemin
kesinligi ile ilgili tekrar edilebilirlik (giin-i¢i) ve tekrar tretilebilirlik (giinler-arast)
kesinlik sonug¢larinin degerlendirildigi ti¢ farkli konsantrasyonda yapilan 6l¢iimlerde BSS

%2’nin altinda bulunmus ve yontemin kesinligi kanitlanmistir.

Cizelge 5.9. Kesinlik sonu¢larinin raporlanmasi

Giin-ici . .
- - - Giinler-arasi
40 pg/mL 1. Giin 2. Giin 3. Giin
Ort 39.5383 39.7052 39.5473 39.5969
SS 0.0185 0.3403 0.1023 0.1956
BSS 0.0469 0.8571 0.2588 0.4940
ClI (%95) 0.0461 0.8454 0.2542 0.1504
Giin-ici . .
- 3 ;. Giinler-arasi
60 png/mL 1. Giin 2. Giin 3. Giin
Ort 59.4343 59.3066 59.5626 59.4345
SS 0.0166 0.1493 0.1696 0.1585
BSS 0.0279 0.2518 0.2848 0.2667
Cl (%95) 0.0412 0.3710 0.4214 0.1219
Giin-ici . .
Giinler-arasi
80 pg/mL 1. Giin 2. Giin 3. Giin
Ort 79.4815 79.3109 79.2961 79.3628
SS 0.1364 0.0561 0.0512 0.1185
BSS 0.1716 0.0707 0.0646 0.1494
Cl (%95) 0.3388 0.1393 0.1272 0.0911

“GraphPad programi kullanilmustir.

5.1.3. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk ¢alismasi i¢in ¢aligsma araligi (10-100 ug/mL) i¢inde 40, 60 ve 80 pug/mL
olmak {iizere li¢ farkli konsantrasyonda arbutin i¢eren Ornekler hazirlanmistir. Analiz
sonucunda bulunan yiizde geri kazanim degerlerinin %98-102 araliginda olmasi
gerekmektedir. Elde edilen degerler ile yontem geri kazanim yiizde degerleri
degerlendirilmistir (Cizelge 5.10-5.12).
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Cizelge 5.10. 40 ug/mL konsantrasyon igin dogruluk ¢alismast (n=3)

40 pg/mL 1 2 3
Alan 170.2620 164.0663 168.5458
Rt 2.9190 2.9180 2.9180
Alan/Rt 58.3289 56.2256 57.7607
Konst (ug/mL) 41.1615 39.6943 40.7652
% geri kazanim 102.9037 99.2358 101.9130
% geri kazanim ort. 101.3508
% fark 1.3508
SS 0.7590
BSS 1.8722
SH 0.4382
Cl (%95) 1.8854
Cizelge 5.11. 60 ug/mL konsantrasyon igin dogruluk ¢alismast (n=3)
60 png/mL 1 2 3
Alan 254.1762 248.0609 246.7764
Rt 2.9180 2.9180 2.9160
Alan/Rt 87.1063 85.0106 84.6284
Konst (ng/mL) 61.2355 59.7736 59.5070
% geri kazanim 102.0592 99.6227 99.1784
% geri kazanim ort. 100.2868
% fark 0.2868
SS 0.9306
BSS 1.5465
SH 0.5373
Cl (%95) 2.3117
Cizelge 5.12. 80 ug/mL konsantrasyon igin dogruluk ¢alismasi (n=3)
80 ng/mL 1 2 3
Alan 329.0087 329.3044 329.1252
Rt 2.9170 2.9180 2.9170
Alan/Rt 112.7901 112.8528 112.8300
Konst (ug/mL) 79.1515 79.1953 79.1794
% geri kazanim 98.9394 98.9941 98.9742
% geri kazanim ort. 98.9693
% fark 1.0307
SS 0.0221
BSS 0.0280
SH 0.0128
ClI (%95) 0.0550
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Gerekli hesaplamalar i¢in asagidaki formiiller kullanilmistir.

s v - _ Standart Sapma 100 1
= varyasyon Ratsaylsl = =4 o ma »

(2)

Standart Sapma
CI (%95) = tskoru x ( )

Deney Sayisinin Karekoki

Elde edilen gizelgelerin 6zeti Cizelge 5.13’de verilmistir. Kabul limiti geri kazanim

degerinin £%?2 ¢ikmasidir ve sonuglara gore yontem iyi geri kazanim gostermistir.

Cizelge 5.13. Dogruluk ¢alismasi 6zet sonuglart

40 pg/mL 60 pg/mL 80 pg/mL
% geri kazanim ort. 101.3508 100.2868 98.9693
% fark 1.3508 0.2868 1.0307
CI (%95) 1.8854 2.3117 0.0550

5.1.4. Duyarhhik (Sensitivity)

Yontemin duyarliligi i¢in  dogrusallik c¢alismalarinda bulunan regresyon
dogrusunun y-kesisim degerinin standart sapmasi kullanilmigtir. Elde edilen LOD ve

LOQ degerleri Cizelge 5.14’te sunulan verilere gére hesaplanmustir.

Cizelge 5.14. 10-100 ug/mL konsantrasyon araligindaki dogrusallik ¢calismasi sonucu

Katsayl SS
y-kesigim -0.6788 0.7646
y-kesigim pool* -0.6788 0.5171
x degeri 1.4336 0.0126

“GraphPad programi kullanilmustir.

Siras1 ile LOD, LOQ, LOD pool ve LOQ pool degerleri 1.7601 pg/mL, 5.3337
pg/mL, 1.1903 pg/mL ve 3.6069 ng/mL olarak bulunmustur.
5.1.5. Secicilik (Specificity)

Yontemin seciciligi plasebo analizleri kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alisma i¢in,
arbutin disinda formiilasyondaki diger biitlin bilesenleri iceren plasebo formiilasyonlar

hazirlanmastir.
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Sekil 5.2. Arbutin iceren formiilasyon (a) ve plasebo formiilasyon (b)

Ornekler miktar tayini calismasinda kullanilan islem basamaklarindan gecirilmis,
elde edilen kromatogramlardan formiilasyondaki diger bilesenlerin girisiminin arbutinin
seciciligine etkisi degerlendirilmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda yontemin segici oldugu
bulunmustur (Sekil 5.2).

5.2. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalar

Etkin maddeli ve etkin maddesiz krem olarak taze hazirlanmis formiilasyonlarda
yapilan karakterizasyon calismalarinin  sonuglari  bu  boliimde tartigilmastir.
Formiilasyonlar iizerinde yapilan incelemeler; organoleptik kontroller, faz ayrimi ve
santrifiij uygulanmasi, pH analizi, termal analiz, reolojik analiz, etkin madde miktar tayini
olarak siralanabilir. Tiim karakterizasyon calismalar1 Yontemler kisminda ifade edildigi
gibi yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar ¢izelgeler halinde gdsterilmistir.

5.2.1. Organoleptik Kontroller

Taze olarak hazirlanan krem formilasyonlarinin 25+£1°C oda sicakligindaki
organoleptik degerlendirmeler sonucunda elde edilen sonuglar asagida goriilmektedir.
Cizelge 5.15°de belirtilen faz ayrismasi krem formiilasyonlarinin hazirlanmasindan 1 saat
sonra incelenmistir. Karakterizasyon caligmalarinin igerisinde gecen faz ayrimi ve

santrifiij uygulanmasi ile karistirilmamalidir.
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Cizelge 5.15. Karakterizasyon ¢alismalari- organoleptik kontroller

25°C 0. Zaman

Organoleptik Kontroller

Etkin Maddesiz Etkin Maddeli
Genel Gorlinim homojen goriiniim homojen goriiniim
Kivam iyi ve uygun kivam iyi ve uygun kivam
Faz Ayrismasi faz ayrigmasi yok faz ayrigmasi yok
Koku rahatsiz edici koku yok rahatsiz edici koku yok
Renk beyaz renk beyaz renk

5.2.2. Faz ayrim ve santrifiij uygulanmasi

Organoleptik kontrollerdeki faz ayrimina ek olarak ortam sartlar1 zorlandig1 zaman
krem formiilasyonunda meydana gelebilecek olast degisimler incelenmistir. Faz
ayriminin olugmasint degerlendirmek i¢in taze hazirlanan formiilasyonlar 500 ve 1000
rpm hizda 10 dakika santrifiij edilerek  gorsel olarak incelenmistir ve higbir
formiilasyonda faz ayrimi tespit edilememistir. Ayrica formiilasyon iki giin boyunca -20
°C de bekletilmis ve sonrasinda oda sicakliginda ¢ozilindiiriilerek fiziksel durumu gorsel
olarak incelenmistir ve herhangi bir bozunma tespit edilmemis ve ilk hazirlandig: hale
geri donmiistiir.

5.2.3. pH analizi

Taze olarak hazirlanan etkin maddeli krem formiilasyonlarini pH &l¢tiimleri pH

metre ile yapilmis ve ortalama pH, standart sapma (SS), standart hata (SH) degerleri ile

birlikte Cizelge 5.16’da sunulmustur.

Cizelge 5.16. Etkin maddeli formiilasyonun sifirinci zaman pH degerleri

Ol¢iim pH Ort SS SH
1 8.900
2 8.750 8.833 0.076 0.044
3 8.850

5.2.4. Termal analiz
Arbutin ve taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin diferansiyel taramali

kalorimetri (DSC) termogramlar: Sekil 5.3-5.5’de sunulmustur.
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Sekil 5.3. Arbutin etkin maddesinin termogrami
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Sekil 5.4. Plasebo krem formiilasyonunun termogrami
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Sekil 5.5. Arbutin i¢eren krem formiilasyonunun termogrami

Hem arbutinin hem de arbutin igceren krem formiilasyonu stabilitesinin incelenmesi
icin termal analiz faydali bilgiler sunmaktadir. DSC analizi sonucu etkin maddeli krem
formiilasyonlarinda arbutinin yaklasik 210°C’de gozlenen keskin endotermik pikinin
kayboldugu gozlenmistir (Sekil 5.5). Etkin madde pikinin tamamen kaybolmasi arbutinin

krem formiilasyonun igerisinde ¢oziinerek homojen dagilmis oldugunu ve amorf yapi

elde edildigini gostermektedir (Pagar ve Vavia, 2013).

5.2.5. Reolojik analiz

Newton akist ve Newton olmayan akis farmasotik alanda gegerli olan akis

tiplerindendir. Kayma hizindaki degisimle birlikte viskozite degismez ise veya kayma
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hiz1 ile kayma gerilimi arasinda dogrusal korelasyon varsa bu Newton akis olarak

adlandirilirken, kayma hizindaki artig ile viskozitesi degisen sistemler Newtonian

olmayan akis olarak anilirlar. Mikro emiilsiyonlar, su, ¢ok seyreltik emiilsiyonlar

Newtonian akisa ornektirler (Yazan, 2002). Akis tipi belirlenmesinde taze olarak

hazirlanan ve Arbutin iceren formiilasyonlarin reolojik davranigi analiz edilirken

Brookfield koni-plak reometresi kullanilmistir ve 6lgtimler 25+1°C oda sicakliginda

yapilmustir. Arbutin igceren krem formiilasyonlarinda reolojik analiz sonucunda elde

edilen reogramlar Cizelge 5.17 ve Sekil 5.6’da verilmistir.

Cizelge 5.17. Arbutin iceren krem formiilasyonunun reolojik analizi (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hizi (s?) Sicaklik (°C)
959.66 10.00 368.51 38.40 24.45
1013.74 15.00 583.91 57.60 24.45
908.74 20.00 697.91 76.80 24.45
805.01 25.00 772.81 96.00 24.45
725.49 30.00 835.77 115.20 24.45
665.25 35.00 894.09 134.40 24.45
625.67 40.00 961.04 153.60 24.45

Kayma Gerilimi (D/cm?)

—@— Kayma Gerilimi =—@=Viskozite

2000

1500

1000

500

25 45 65 85 105 125

Kayma Hiz1 (s%)

3000

1500

Viskozite (cP)

Sekil 5.6. Arbutin iceren krem formiilasyonunun reogrami (N=3+SH)

Yapilan reolojik analizler sonucunda kayma hizindaki artis ile viskozitede az

miktarda da olsa bir diisiis goriilmektedir. Sekil 5.6’da verilen reogramda akisin

baslamasi i¢in bir esik degerine ihtiya¢ olup olmadigi bilinmedigi i¢in, taze hazirlanmig

olan krem formiilasyonunun emiilsiyon sistemlerinin ¢ogunda goriilen psodoplastik akiga

uydugu sonucuna varilabilir (Yazan, 2002).

55



5.2.6. Etkin madde miktar tayini

Taze olarak hazirlanan 20 g formiilasyondan 200 mg tam olarak tartilmis 10 mL
metanol:su (10:90, h/h) karisimi kullanilarak 40 mL’ye tamamlanmistir. 0.22 um seliiloz
asetat membrandan siiziilerek UPLC ile analiz edilmistir. Bu islem ii¢ kere tekrarlanmas;
geri kazanim ¢alismasina benzer olan sonugclarla birlikte SS ve SH degerleri verilmistir.
Yapilan bu c¢aligsma ile sifirinc1 zamanda krem formiilasyonlarin igerisinde %1 oraninda
arbutin oldugu gosterilmistir. Formiilasyon hazirlanirken 20 g krem formiillasyonunun

icerisine 200 mg etkin madde konulmustur.

Cizelge 5.18. Taze hazirlanan krem formiilasyonlarinda arbutin miktar tayini (n=3)

Olciim 1 2 3
Alan 177.3251 176.8249 175.6582
R: 2.4630 2.4630 2.4630
Alan/Rt 71.9956 71.7925 71.3188
Konst (ug/mL) 50.6936 50.5520 50.2215
Toplam miktar (mg) 202.7745 202.2078 200.8862
Ort miktar (mg) 201.9562
SS 0.9690
SH 0.5594

5.3. Stabilite Testleri

Tiim organoleptik degerlendirmeler Yontemler kisminda ifade edildigi gibi
yapilmigtir. Hazirlanan krem formiilasyonlar: kapali kavanozlar igerisinde 4+1°C,
25+1°C ve 40+1°C kararlilik ortamlarinda ii¢ ay boyunca saklanilarak fiziksel 6zellikleri
ve olast degisimler incelenerek degerlendirilmistir. Formiilasyonlar iizerinde sifirinci
zaman, 1. ay, 2. ay ve 3. ay zaman araliklarinda organoleptik degerlendirmeler, termal
analiz, pH Ol¢lim caligsmalari, viskozite Ol¢limii, etkin madde miktar tayini testleri
gerceklestirilmistir.  Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar ¢izelgeler halinde
gosterilmistir.

5.3.1. Organoleptik kontroller

4+1°C, 25+1°C ve 40+£1°C’lik ortam kosullarinda saklanan Kkrem
formiilasyonlarinin  genel gorlintisii, kivami, renk, koku, faz ayrigsmasi gibi
ozelliklerindeki degisimler belirli zaman araliklarinda (sifirinct zaman, 30., 60 ve 90.
giinler) organoleptik olarak incelenmistir. Takip edilen her bir parametrenin sonucu ayri

ayr1 degerlendirilmistir.
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Cizelge 5.19. Stabilite testleri- organoleptik kontroller / genel goriiniis

Sicakhk Giin Genel Goriiniis
4+1°C 0. zaman Homojen
25+1°C 0. zaman Homojen
40+1°C 0. zaman Homojen
4+1°C 30. giin Homojen
25+1°C 30. giin Homojen
40+1°C 30. giin Homojen
4+1°C 60. giin Homojen
25+1°C 60. giin Homojen
40+1°C 60. giin Heterojen
4+1°C 90. giin Homojen
25+1°C 90. giin Homojen
40+1°C 90. giin Heterojen

441°C ve 25+1°C'de saklanan numunelerde kremlerin genel goriiniisleri incelenmis
ve sifirinct zaman, 30., 60 ve 90. giinlerde homojen goriiniis agisindan herhangi bir sorun
gergeklesmemistir. 40+1°C'de saklanan formiilasyonlarda ise 60. giin itibar1 ile homojen
yap1 bozulmus ve heterojen yap1 ortaya ¢ikmistir. Elde edilen sonuglarin hepsi Cizelge

5.19’da sunulmustur.

Cizelge 5.20. Stabilite testleri- organoleptik kontroller / kivam

Sicaklik Giin Kivam
4+1°C 0. zaman Iyi
25+1°C 0. zaman Iyi
40£1°C 0. zaman Iyi
4+1°C 30. giin Iyi
25+1°C 30. giin Iyi
40+1°C 30. giin Iyi
4+1°C 60. giin Iyi
25+1°C 60. giin Iyi
40+1°C 60. giin Tamamen bozulmus
4+1°C 90. giin Iyi
25+1°C 90. giin Iyi
40£1°C 90. giin Tamamen bozulmus

Cizelge 5.20’de elde edilen bulgulara gore, 4+1°C ve 25+1°C'de saklanan krem
formiilasyonlarinda kivam agisindan sifirinct zaman, 30., 60 ve 90. giinlerde herhangi bir
sorun gergeklesmemistir. 40+1°C'de saklanan krem formiilasyonlarinda ise 60. giin itibari

ile kivamin tamamen bozuldugu gozlemlenmistir.
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Cizelge 5.21. Stabilite testleri- organoleptik kontroller / faz ayrismast

Sicakhik Giin Faz Ayrismasi
4+1°C 0. zaman Faz ayrismasi yok
25+1°C 0. zaman Faz ayrismasi yok
40+1°C 0. zaman Faz ayrismasi yok
4+1°C 30. glin Faz ayrismasi yok
25+1°C 30. glin Faz ayrismasi yok
40+1°C 30. glin Faz ayrismasi yok
4+1°C 60. giin Faz ayrismasi yok
25+1°C 60. giin Faz ayrismasi yok
40+1°C 60. giin Hafif faz ayrismasi var
4+1°C 90. gilin Faz ayrigmas1 yok
25+1°C 90. giin Faz ayrigmas1 yok
40+1°C 90. giin Yogun faz ayrismasi var

Cizelge 5.21°de elde edilen bulgulara gore, 4+1°C, 25+1°C'de saklanan krem
formiilasyonlarinda faz ayrismasi agisindan sifirinct zaman, 30., 60 ve 90. giinlerde
herhangi bir sorun ger¢eklesmemistir. 40+1°C'de saklanan formiilasyonlarda ise 60. giin
itibar1 ile faz ayrigmasi baglamistir. Cizelge 5.21°de belirtilen faz ayrigmasi
karakterizasyon ¢aligmalarinin i¢erisinde gecen faz ayrim ve santrifiij uygulanmasi ile

karistirllmamalidir. Kremlerin stabilite testlerinde ortam kosullar1 zorlanmamustir.

Cizelge 5.22. Stabilite testleri- organoleptik kontroller / koku

Sicakhik Giin Koku
4+£1°C 0. zaman Rahatsiz edici koku yok
25+1°C 0. zaman Rahatsiz edici koku yok
40£1°C 0. zaman Rahatsiz edici koku yok
4+£1°C 30. glin Rahatsiz edici koku yok
25+1°C 30. glin Rahatsiz edici koku yok
40+1°C 30. giin Rahatsiz edici koku yok
4x1°C 60. glin Rahatsiz edici koku yok
25+1°C 60. giin Rahatsiz edici koku yok
40+1°C 60. giin Hafif rahatsiz edici koku var
4x1°C 90. glin Rahatsiz edici koku yok
25+1°C 90. giin Rahatsiz edici koku yok
40+1°C 90. giin Yogun rahatsiz edici koku var

Cizelge 5.22°de elde edilen bulgulara gore, 4+1°C, 25+1°C'de saklanan krem
formiilasyonlarinda yer alan giil hidrolatinin kokusu sifirinci zaman, 30., 60 ve 90.
giinlerde net olarak fark edilmistir. 40+1°C'de saklanan krem formiilasyonlarinda ise 60.

giin itibar1 ile hem koku azalmasi hem de hafif rahatsiz edici baska bir koku hissedilmistir.
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Bu durum 40+1°C'de saklanan krem formiilasyonlarinda 90. giin itibar1 ile ¢ok daha

yogun ve rahatsiz edici bir duruma gelmistir.

Cizelge 5.23. Stabilite testleri- organoleptik kontroller / renk

Sicakhk Giin Renk
4+1°C 0. zaman Beyaz
25+1°C 0. zaman Beyaz
40+1°C 0. zaman Beyaz
4+£1°C 30. glin Beyaz
25+1°C 30. glin Beyaz
40x1°C 30. glin Beyaz
4£1°C 60. giin Beyaz
25+1°C 60. glin Beyaz
40+1°C 60. giin San
4+£1°C 90. glin Beyaz
25+1°C 90. glin Beyaz
40+1°C 90. giin San

Cizelge 5.23’te elde edilen bulgulara gore, 4+1°C, 25+1°C'de saklanan krem
formiilasyonlarinda beyaz renk 1., 30., 60 ve 90. giinlerde net olarak sabit kalmistir.
40+1°C'de saklanan numunede ise 60. giin itibar1 ile renk degisimi gozlemlenmis ve
sararma gerceklesmistir.

Elde edilen bulgulara gore, 4+1°C, 25+1°C'de saklanan numunelerde genel
goriiniis, renk koku ve faz ayrigsmasi olarak herhangi bir olumsuzluk yasanmazken,
40+1°C'de saklanan numunede 60. gilinden itibaren genel goriiniis sorunlari, kivam
bozulmasi, faz ayrilmasi, koku degisimi/azalmasi ve renk degisimi tespit edilmistir.

5.3.2. pH analizi

4£1°C, 25+£1°C ve 40£1°C olmak tizere ti¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin sifirincit zaman, 30., 60. ve 90. giinlere ait pH 6l¢limii, ortalama, SS ve

SH degerleri Cizelge 5.24-5.26°da verilmistir.

Cizelge 5.24. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin pH degerleri

Ol¢iim 4°C 0. Zaman 4°C 1. Ay 4°C 2. Ay 4°C 3. Ay
1 8.900 8.810 8.800 8.600
2 8.750 8.960 8.850 8.920
3 8.850 8.850 8.920 8.980
Ort. 8.833 8.873 8.857 8.833
SS 0.076 0.078 0.060 0.204
SH 0.044 0.045 0.035 0.118
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Cizelge 5.25. 25+ °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin pH degerleri

Olciim 25°C 0. Zaman 25°C 1. Ay 25°C 2. Ay 25°C 3. Ay
1 8.900 8.620 8.810 8.590
2 8.750 8.680 8.560 8.520
3 8.850 8.760 8.620 8.430
ort. 8.833 8.687 8.663 8.513
SS 0.076 0.070 0.131 0.080
SH 0.044 0.041 0.075 0.046

Cizelge 5.26. 40+/°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin pH degerleri

Ol¢iim 40°C 0. Zaman 40°C 1. Ay 40°C 2. Ay 40°C 3. Ay
1 8.900 8.490 8.390 8.280
2 8.750 8.580 8.430 8.220
3 8.850 8.520 8.470 8.160
ort. 8.833 8.530 8.430 8.190
SS 0.076 0.046 0.040 0.042
SH 0.044 0.026 0.023 0.024

Elde edilen pH sonuglari grafige (Sekil 5.7) aktarilip SPSS (v.24) programi
kullanilarak Two Way ANOVA yontemiyle degerlendirilmis ve kararlilik ¢aligmalari

sonucu elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilastirilmastir.

9.00
I T @0. Zaman

& ol Ay
8.75

I T O2. Ay

J. W3 Ay
%_ 8.50
8.25

8.00 = =
25°C 4°C 40°C

Kararlilik Ortamlar
Sekil 5.7. Farkli ortamlarda saklanan formiilasyonlarin ortalama pH degerleri

Krem formiilasyonlarinin 0. zaman Olgiimlerinde ortalama pH degeri 8.833
bulunmustur. 30. giin Ol¢iimlerinde bu deger, 4+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 8.873, 25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 8.687 ve
40+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 8.530 bulunmustur. Formiilasyonlarin
60. giin 6l¢iimlerinde ortalama pH degeri, 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar
icin 8.857, 25£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 8.663 ve 40+1°C’lik
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ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 8.430 bulunmustur. Formiilasyonlarn 90. giin
Olciimlerinde ortalama pH degeri, 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in
8.833, 25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 8.513 ve 40+1°C’lik ortamda

bekletilen formiilasyonlar i¢in 8.190 bulunmustur.

Cizelge 5.27. Ortalama pH degerlerinin aylar arasi karsilagtirmall istatistik sonuglart

Formiilasyonlar p Degeri Karar Olasihi@
F-25-0Z / F-25-1A 0.160 p>0.05
F-25-0Z / F-25-2A 0.055 p>0.05
F-25-0Z / F-25-3A 0.028 p=<0.05
F-4-0Z / F-4-1A 0.203 p>0.05
F-4-0Z | F-4-2A 0.744 p>0.05
F-4-0Z / F-4-3A 1.000 p>0.05
F-40-0Z / F-40-1A 0.050 p=<0.05
F-40-0Z / F-40-2A 0.019 p=<0.05
F-40-0Z / F-40-3A 0.006 p=<0.01

Krem formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin pH bulgularmin istatistiksel
karsilastirilmast yapildiginda 25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 6nemli
fark (p<0.05) ve 40£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in ¢ok onemli fark
(p<0.01) bulunmasina ragmen, 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarda pH
degisimi i¢in onemli fark yoktur (p>0.05) seklinde degerlendirilmistir. Zamana karsi
degisimi inceleyebilmek i¢in formiilasyonlarin pH degerlerinin aylar arasi karsilagtirmali
istatistik sonuglar1 Cizelge 5.27’de gosterilmistir.

Bir karsilastirmada istatistiksel olarak “Gnemli/anlamli fark vardir” karar
verilecegi zaman, yapilacak olas1 hata miktarini p degeri gosterir. Unlii istatistik¢i Fisher
tarafindan hatanin maksimum kabul edilebilir diizeyi 0.05 olarak onerilmis ve kabul
gormiistiir. Bulunan p degeri 0.05'in altinda ise karsilagtirma sonucunda 6nemli farklilik
oldugu anlamina gelir. Genellikle biitiin programlar p degeri ifadesini kullanirken, SPSS
programinda p degeri yerine Sig. kisaltmasi kullanilir. Yapilan istatistiksel ¢alismalarin
karar olasilig1 ve degerlendirme sonugclari icin Cizelge 5.28 deki bilgiler kullanilmistir

(Krikwood ve Sterne, 2003)
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Cizelge 5.28. Two way ANOVA degerlendirme tablosu

Karar Olasihi@ Karar
p>0.05 Onemli fark yoktur
p<0.05 Onemli fark vardir
p<0.01 Cok 6nemli fark vardir
p<0.001 Ileri diizeyde 6nemli fark vardir

5.3.3. Termal analiz

4+1°C, 25+1°C ve 40+£1°C olmak tizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
krem formiilasyonlarinin 30., 60. ve 90. giinlere ait termal analizinde DSC kullanilmis ve

Sekil 5.8-5.16’da sunulan termogramlar elde edilmistir.

Dsc Sicaklik (°C)

- 200.00

E 100.00

-25.

zaman (dk)

Sekil 5.8. 4+1°C sicakiikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay termogrami

n[:\i,c Sicaklik (°C)

- 200.00

- 100.00

Zaman (dk)

Sekil 5.9. 421 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin iKinci ay termogrami

g Sicaklik (°C)

- 200.00
10.00-
0.00- - 100.00

-10.00-

Zaman (dk)

Sekil 5.10. 4+/°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin iigiincii ay termogrami
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Sekil 5.11. 25+]°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay termogrami

psc
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Sekil 5.12. 2517 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin iKinci ay termogrami

DsC
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Sekil 5.13. 25+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin iigiincii ay termogrami

o
mW Sicaklik (°C)
25.000 - 200.00
0.00 - 100.00

Zaman (dk)

Sekil 5.14. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay termogrami
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Sekil 5.15. 40+]°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin iKinci ay termogrami
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Sekil 5.16. 40+ °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin iigiincii ay termogrami

Termal analiz, analiz edilecek maddeye kontrollii sicaklik programi uygulandiginda
(artma/azalma) maddenin ve/veya reaksiyon tiriinlerinin fiziksel 6zelliklerinin sicakligin
bir fonksiyonu olarak 6l¢iildiigii bir grup yontemi kapsamaktadir (Krikwood ve Sterne,
2003). Bu ¢alismada kullanilan DSC yo6nteminde analiz edilecek madde (formiilasyon)
ve referansa (bos aliiminyum hiicre) ait 1s1 akisi arasindaki fark incelenmistir.
Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ve DSC arasindaki en temel fark; DTA’nin sicaklik
farkin1 6lgerken, DSC’nin ise 1s1 (enerji) farkini 6lgmesidir (Krikwood ve Sterne, 2003).
Isinma sirasinda sicaklik artisiyla birlikte bir noktada analiz edilecek madde erimeye
baglar. Erime sirasinda referansin sicakligi artmakta iken numunenin sicaklig sabit kalir
ve artmaz. Aradaki farki 6l¢gme yontemi budur.

Analiz yapilirken aliiminyum 6rnek kabina konulan yaklagik 3-5 mg madde basing
yardimi ile kapagi kapatilarak, bos aluminyum 6rnek kab1 referans alinip, 50 mL/dkakis
hizinda azot gazi ve 10°C/dksicaklik artis1 ile analiz yapilmistir. Karakterizayon
calismalarinda DSC analizi sonucu etkin maddeli formiilasyonlarda arbutinin yaklasik
210°C’de gozlenen keskin endotermik pikinin tiim stabilite Olglimleri sirasinda
kayboldugu goézlenmistir. Etkin madde pikinin tamamen kaybolmasi arbutinin krem
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formiilasyonun igerisinde ¢oziinerek homojen dagilmis oldugunu ve amorf yapi elde
edildigini gostermektedir. Her ii¢ kararlilik ortaminda da 90. giin sonunda bu durumun
degismedigi gézlemlenmistir. Sadece 40+1°C sicaklikta saklanan krem formiilasyonunun
90. giin termograminda arbutine ait oldugu diistiniilen endotermik bir pik saptanmistir;
ancak bu ortamda bekletilen krem formiilasyonlar1 {izerinde yapilan stabilite
caligsmalarinin hepsinde sorun oldugu i¢in bu durum formiilasyonda gergeklesen su kaybi
ve bozunma ile a¢iklanmistir.

5.3.4. Reolojik analiz

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin
reolojik davranislari sifirinct zaman, 30., 60. ve 90. giinlere analiz edilerek akis tipindeki
degisimler incelenmistir. Reolojik analiz i¢in Brookfield koni-plak reometresi
kullanilmistir. Olgiimler, cap1 1.2 cm ve egimi 1.565° olan koni ile 25+1°C oda
sicakliginda gerceklestirilmistir. Stabilite sonucglarina referans olmas1 agisindan
karakterizasyon ¢alismalar1 sirasinda taze olarak hazirlanan krem formiilasyonlarinin
reolojik davranisi da 30., 60. ve 90. giin analizleri ile birlikte degerlendirilmistir. Sifirinci
zaman reolojik analizleri sonucunda kayma hizindaki artis ile viskozitede az miktarda da

olsa bir diisiis goriilmiis ve psédoplastik akisa uydugu sonucuna varilmstir (Sekil 5.6).

Cizelge 5.29. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin sifirinct zaman reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s*) Sicaklik (°C)

959.66 10.00 368.51 38.40 24.45
1013.74 15.00 583.91 57.60 24.45
908.74 20.00 697.91 76.80 24.45
805.01 25.00 772.81 96.00 24.45
725.49 30.00 835.77 115.20 24.45
665.25 35.00 894.09 134.40 24.45
625.67 40.00 961.04 153.60 24.45

Cizelge 5.30. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin 1. ay reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s')  Sicaklik (°C)

466.02 10.00 178.95 38.40 24.68
415.39 15.00 239.27 57.60 24.68
407.34 20.00 312.83 76.80 24.68
417.00 25.00 400.32 96.00 24.68
406.19 30.00 467.93 115.20 24.68
392.54 35.00 527.58 134.40 24.68
376.70 40.00 578.61 153.60 24.68
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Cizelge 5.31. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin 2. ay reoloji sonuglar: (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s')  Sicaklik (°C)

585.11 10.00 224.68 38.40 24.25
571.88 15.00 329.40 57.60 24.25
583.39 20.00 448.04 76.80 24.25
586.15 25.00 562.70 96.00 24.25
545.99 30.00 628.98 115.20 24.25
516.32 35.00 693.93 134.40 24.25
499.24 40.00 766.84 153.60 24.25

Cizelge 5.32. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin 3. ay reoloji sonu¢lart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s?)  Sicaklik (°C)

888.89 10.00 341.33 38.40 24.40
848.04 15.00 488.47 57.60 24.40
846.61 20.00 650.19 76.80 24.40
838.15 25.00 804.62 96.00 24.40
807.20 30.00 929.89 115.20 24.40
767.33 35.00 1031.29 134.40 24.40
730.53 40.00 1122.09 153.60 24.40
=@—Kayma Gerilimi —@= Viskozite
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Sekil 5.17. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin sifirmei zaman reogrami (N=3)
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2000 3000

1000 1500
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Kayma Hizi (s1)

Sekil 5.18. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay reogrami (n=3)
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Sekil 5.19. 4+]°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin ikinci ay reogram: (n=3)
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Sekil 5.20. 4+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarn iigtincii ay reogrami (n=3)

Cizelge 5.33. 25£1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin sifirinci zaman reoloji sonuglari (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi(s?)  Sicakhik (°C)

959.66 10.00 368.51 38.40 24.45
1013.74 15.00 583.91 57.60 24.45
908.74 20.00 697.91 76.80 24.45
805.01 25.00 772.81 96.00 24.45
725.49 30.00 835.77 115.20 24.45
665.25 35.00 894.09 134.40 24.45
625.67 40.00 961.04 153.60 24.45

Cizelge 5.34. 25+]°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s)  Sicaklik (°C)

1758.87 10.00 675.42 38.40 24.68
1372.45 15.00 790.53 57.60 24.68
1104.90 20.00 848.56 76.80 24.68
932.80 25.00 895.49 96.00 24.68
820.93 30.00 945.71 115.20 24.68
715.29 35.00 961.36 134.40 24.68
609.74 40.00 936.57 153.60 24.68
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Cizelge 5.35. 25+]1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin ikinci ay reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s')  Sicaklik (°C)
1237.54 10.00 475.22 38.40 24.25
1264.58 15.00 728.40 57.60 24.25
1297.09 20.00 996.17 76.80 24.25
1128.11 25.00 1082.99 96.00 24.25
997.05 30.00 1148.60 115.20 24.25
940.92 35.00 1264.59 134.40 24.25
873.35 40.00 1341.47 153.60 24.25

Cizelge 5.36. 25=+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin tigiincii ay reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s?)  Sicaklik (°C)
1838.19 10.00 705.87 38.40 24.40
1813.45 15.00 1044.55 57.60 24.40
1668.18 20.00 1281.16 76.80 24.40
1531.31 25.00 1470.06 96.00 24.40
1421.07 30.00 1637.08 115.20 24.40
1313.24 35.00 1765.00 134.40 24.40
1207.77 40.00 1855.13 153.60 24.40
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Sekil 5.21. 25+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin sifirinct zaman reogrami (n=3)
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Sekil 5.22. 25+]°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay reogrami (n=3)
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Sekil 5.23. 25+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin ikinci ay reogrami (n=3)
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Sekil 5.24. 25+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin li¢iincii ay reogrami (n=3)

Cizelge 5.37. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin sifirinci zaman reoloji sonuglar: (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s*) Sicaklik (°C)

959.66 10.00 368.51 38.40 24.45
1013.74 15.00 583.91 57.60 24.45
908.74 20.00 697.91 76.80 24.45
805.01 25.00 772.81 96.00 24.45
725.49 30.00 835.77 115.20 24.45
665.25 35.00 894.09 134.40 24.45
625.67 40.00 961.04 153.60 24.45

Cizelge 5.38. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s')  Sicaklik (°C)

1945.20 10.00 746.95 38.40 24.68
1222.01 15.00 703.88 57.60 24.68
961.38 20.00 738.34 76.80 24.68
884.40 25.00 849.03 96.00 24.68
937.22 30.00 1079.68 115.20 24.68
849.19 35.00 1141.32 134.40 24.68
750.38 40.00 1152.58 153.60 24.68
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Cizelge 5.39. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin ikinci ay reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s')  Sicaklik (°C)
2015.97 10.00 774.13 38.40 24.25
1426.83 15.00 821.85 57.60 24.25
984.68 20.00 756.24 76.80 24.25
958.28 25.00 919.95 96.00 24.25
877.96 30.00 1011.41 115.20 24.25
864.48 35.00 1161.86 134.40 24.25
758.58 40.00 1165.18 153.60 24.25

Cizelge 5.40. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin tigiincii ay reoloji sonuglart (n=3)

Viskozite (cP)  Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?)  Kayma Hizi (s?)  Sicaklik (°C)
2449.19 10.00 940.49 38.40 24.40
1716.79 15.00 988.88 57.60 24.40
1484.36 20.00 1139.99 76.80 24.40
1324.88 25.00 1271.88 96.00 24.40
1232.37 30.00 1419.68 115.20 24.40
1122.39 35.00 1508.50 134.40 24.40
1127.08 40.00 1731.19 153.60 24.40
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Sekil 5.25. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin sifirinct zaman reogrami (n=3)
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Sekil 5.26. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin birinci ay reogrami (n=3)
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Sekil 5.27. 40+1°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin ikinci ay reogrami (n=3)
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Sekil 5.28. 4041 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin li¢iincii ay reogrami (n=3)

Yapilan reolojik analiz sonucunda yine diger stabilite testleri ile paralellik gosteren
sonuclar elde edilmistir. Formiilasyonlarin 3 aylik reogramlart incelendiginde
vizkozitedeki en az degisimin 4+1°C sicaklikta saklanan kremlerde ve daha sonra 25+1°C
sicaklikta saklanan kremlerde oldugu goriilmiistiir. 40+1°C sicaklikta saklanan krem
formiilasyonlarinda ise gergeklesen su kaybi ve bozunma ile agiklanabilecek Onemli
reolojik degisimler ortaya ¢ikmistir. Sifirinci zaman reolojik analizleri sonucunda kayma
hizindaki artis ile viskozitede az miktarda goriilen diisiis ve psddoplastik akisa uygunluk
4+1°C ve 25+1°C sicaklikta saklanan kremler i¢in 90 giin sonuna kadar devam etmistir.
5.3.5. Etkin madde miktar tayini

Stabilite testlerinde etkin madde miktar tayini i¢in ¢alisma kapsaminda valide
edilmis UPLC yontemi kullanilmigtir. 4+1°C, 254+1°C ve 40£1°C’lik ortam kosullarinda
saklanan 20 g krem formiilasyonlarindan 200 mg tam olarak tartiimis 10 mL metanol:su
(10:90, h/h) karisimi kullanilarak etkin maddenin ¢dziinmesi saglanmis ve yine ayni
karisim kullanilarak 40 mL’ye tamamlanmistir. 0.22 pm seliiloz asetat membrandan
stiziillerek UPLC ile analiz edilmistir. Bu islem ii¢ kere tekrarlanmis; geri kazanim
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calismasina benzer olan sonuglarla birlikte SS ve SH degerleri verilmistir.
Karakterizasyon ¢aligmalarinda sifirinc1 zamanda krem formiilasyonlarin igerisinde %1
oraninda arbutin oldugu goOsterilmistir. Stabilite ¢alismalarinda hesaplanan tiim etkin
madde miktarlar1 Cizelge 5.41-5.50’de ayrintili olarak sunulmustur. Bu hesaplamalara ek
olarak da Cizelge 5.51°de tiim sonuglar bir arada karsilagtirmali olarak gosterilmistir.
Bilinmekte olan sifirinct zaman konsantrasyonundaki aylik degisim énemli oldugu igin
sadece ¢izelge iizerinde karsilagtirma yapmak yeterli goriilmiis, ayrica SPSS programinda

p degeri hesaplanmasi gerekmemistir.

Cizelge 5.41. Taze hazirlanan krem formiilasyonlarinda sifirinct zaman arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 177.3251 176.8249 175.6582
Rt 2.4630 2.4630 2.4630
Alan/Rt 71.9956 71.7925 71.3188
Konst (pg/mL) 50.6936 50.5520 50.2215
Toplam miktar (mg) 202.7745 202.2078 200.8862
Ort miktar (mg) 201.9562
SS 0.9690
SH 0.5594

Cizelge 5.42. 4+1°C sicaklikta saklanan krem formiilasyonlarinda 1. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 177.2587 177.3861 178.0253
Rt 2.4750 2.4750 2.4750
Alan/Rt 71.6197 71.6712 71.9294
Konst (ug/mL) 50.4314 50.4673 50.6475
Toplam miktar (mg) 201.7257 201.8693 202.5899
Ort miktar (mg) 202.0616
SS 0.4631
SH 0.2674

Cizelge 5.43. 4+1°C sicaklikta saklanan Krem formiilasyonlarinda 2. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 177.3442 177.6346 176.9425
Rt 2.4740 2.4740 2.4740
Alan/Rt 71.6832 71.8006 71.5208
Konst (pg/mL) 50.4757 50.5576 50.3625
Toplam miktar (mg) 201.9029 202.2304 201.4498
Ort miktar (mg) 201.8610
SS 0.3920
SH 0.2263
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Cizelge 5.44. 4+1°C sicaklikta saklanan Krem formiilasyonlarinda 3. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Olciim 1 2 3
Alan 178.0448 177.7625 178.2269
Ri 2.4750 2.4750 2.4750
Alan/Rt 71.9373 71.8232 72.0109
Konst (pg/mL) 50.6530 50.5734 50.7043
Toplam miktar (mg) 202.6119 202.2936 202.8172
Ort miktar (mQg) 202.5742
SS 0.2638
SH 0.1523

Cizelge 5.45. 25+1°C sicaklikta saklanan Krem formiilasyonlarinda 1. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 178.1647 178.4462 177.6128
R¢ 2.4730 2.4730 2.4730
Alan/Rt 72.0440 72.1578 71.8208
Konst (ug/mL) 50.7274 50.8068 50.5717
Toplam miktar (mg) 202.9095 203.2271 202.2868
Ort miktar (mg) 202.8078
SS 0.4783
SH 0.2762

Cizelge 5.46. 25+]°C sicaklikta saklanan krem formiilasyonlarinda 2. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 178.5051 177.9337 178.4861
Ri 2.4740 2.4740 2.4740
Alan/Rt 72.1524 71.9215 72.1447
Konst (ug/mL) 50.8030 50.6419 50.7977
Toplam miktar (mg) 203.2121 202.5677 203.1907
Ort miktar (mg) 202.9902
SS 0.3660
SH 0.2113

Cizelge 5.47. 25+1°C sicaklikta saklanan Krem formiilasyonlarinda 3. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 179.7078 179.3384 178.8362
Rt 2.4740 2.4740 2.4740
Alan/Rt 72.6386 72.4892 72.2863
Konst (pg/mL) 51.1421 51.0380 50.8964
Toplam miktar (mg) 204.5685 204.1519 203.5855
Ort miktar (mg) 204.1020
SS 0.4934
SH 0.2849
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Cizelge 5.48. 40+1°C sicaklikta saklanan krem formiilasyonlarinda 1. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Olciim 1 2 3
Alan 187.0552 186.7856 186.3829
Rt 2.4760 2.4760 2.4760
Alan/Rt 75.5473 75.4384 75.2758
Konst (ug/mL) 53.1711 53.0952 52.9817
Toplam miktar (mg) 212.6845 212.3807 211.9269
Ort miktar (mQg) 212.3307
SS 0.3813
SH 0.2201

Cizelge 5.49. 40+]°C sicaklikta saklanan Krem formiilasyonlarinda 2. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 466.2061 467.8432 467.5943
R¢ 2.4740 2.4740 2.4740
Alan/Rt 188.4422 189.1040 189.0034
Konst (ug/mL) 131.9204 132.3819 132.3118
Toplam miktar (mg) 527.6815 529.5278 529.2471
Ort miktar (mg) 528.8188
SS 0.9949
SH 0.5744

Cizelge 5.50. 40+/°C sicaklikta saklanan krem formiilasyonlarinda 3. ay arbutin miktar tayini (n=3)

Ol¢iim 1 2 3
Alan 486.7953 488.5454 488.2138
Rt 2.4750 2.4750 2.4750
Alan/Rt 196.6850 197.3921 197.2581
Konst (pg/mL) 137.6700 138.1633 138.0698
Toplam miktar (mg) 550.6802 552.6531 552.2793
Ort miktar (mg) 551.8709
SS 1.0480
SH 0.6051

Cizelge 5.51. Stabilite sonrasi karsilastirmali % arbutin miktarlar

Stabilite % Arbutin Miktar:

Ortam 30. Giin 60. Giin 90. Giin
4+1°C 100 100 100
25+1°C 100 101 101
40+1°C 105 262 273

Cizelge 5.51°de Ozetlendigi gibi arbutin miktarinin 90. giin sonunda 4+1°C ve
25+1°C ortamlarda saklanan krem formiilasyonlarinda sifirinci zaman ile ayni oldugu;

ancak 40+1°C ortamda saklanan formiilasyonda ilk 1 aylik 6l¢iimden sonra icerigindeki
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su miktarinda azalma, organoleptik sorunlar, pH degisimleri ve reolojik farkliliklar
olugmustur. Bu formiilasyonlarda arbutinin miktarinin baslangi¢ konsantrasyonunun ¢ok
tizerinde (>%200) ¢ikmasinin ana sebebi, formiilasyonun 40+1°C ortamdan etkilenmesi
ve olas1 bir saklama kutusunun kapaginin sikica kapatilmamasi durumu ile igerigindeki
su miktarinda azalma seklinde goriilebilir. Ciinkii stabilite ¢alismalarinda etkin madde
miktar tayini igin tiim krem formiilasyonlarindan ayni miktarda (200 mg) tam tartim

alinmustir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasinin 6nemi, kozmetik bilim dalinin 6nemli bir aragtirma konusu olan
kahverengi cilt lekelerine karsi bitkisel veya sentetik ilag ve kozmetik gelistirilmesi
alaninda tek bilimsel yeterlilik sahibi Eczaci tarafindan gelistirilen formiilasyonlarla
gercek bir ¢oziim alternatifinin arastirilmasidir. Genel olarak melasmada kullanilan etkin
maddeler bitkisel ve kimyasal olarak siniflandirilmis ve bu maddeler topikal tasiyici
sistemlerle deri iizerine uygulanirken aynmi zamanda asit Ozellikteki cesitli etkin
maddelerle de derinin epidermis tabakasina temas edilerek deskuamasyon yani deri
yenilenmesi saglanmaya calisilmistir. Bu siireklilik arz eden deriye asit ozellikte bir
tastyici sistemle miidahale etme prensibine alternatif olarak bitkisel icerikli ve bazik
Ozellikli bir formiilasyonla deskuamasyonun saglanmasi ve Melanin pigmentinin
etkisinin azaltilmas1 bir bilimsel alternatif arayis1 olarak gerekliliktir.

Tez kapsaminda sirasi ile analitik yontem gelistirme ve validasyon ¢alismalari,
optimum formiilasyonun belirlenmesi, arbutin iceren formiilasyon hazirlanmasi,
formiilasyonlar iizerinde karakterizasyon calismalari, stabilite testleri yapilmistir.

Calismalar sirasinda etkin madde olarak kullanilan alfa arbutin maddesinin
etkinliginin saglanabilmesi icin alfa formunun kullanilmas1 ve temininde maddi olarak
problemle karsilasilmistir. Uzun taramalar sonucunda alfa arbutin uygun fiyatli olarak
temin edilebilmistir.

Calismanin sonunda elde edilen sonuglar ise bilinen leke agici etkin maddeleri
bazik pH 6zelliginde bir tasiyict sistemle leke bolgesine topikal olarak uygulayan bir
formiilasyonun bilinen asit 6zellikteki formiilasyonlara bir alternatif olabilmesidir.
Ozellikle cildin kendini yenilemesi olarak adlandirdigimiz deskuamasyon olusumunda
bazik ozellikte bir formiilasyonda teorik olarak etkili olma timidi tagimaktadir. Ayrica
stabilite acisindan 4+1°C, 25+1°C sicakliklarinda saklanan numunelerde 0., 30, 60., 90.
gilinlerde genel goriinlis sorunlari, koku ve renk degisimleri, faz ayrigsmasi ve madde
miktar1 azalmasi1 gerceklesmemistir. 40£1°C sicaklikta saklanan numunede ise 60.
giinden itibaren genel goriiniis sorunlari, kivam bozulmasi, faz ayrilmasi, koku
degisimi/azalmasi ve renk degisimi tespit edilmistir.

Ayrica reolojik olarak viskozitedeki en az degisimin 441°C sicaklikta saklanan
kremlerde ve daha sonra 25+1°C sicaklikta saklanan kremlerde oldugu goriilmiistiir.
40+1°C sicaklikta saklanan krem formiilasyonlarinda ise gerceklesen su kaybi ve

bozunma ile agiklanabilecek 6nemli reolojik degisimler ortaya ¢ikmustir.
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Krem formiilasyonlarn 0. zaman ve 90. giin pH bulgularimin istatistiksel
karsilastirilmast yapildiginda 25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 6nemli
fark (p<0.05) ve 40+£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in ¢ok onemli fark
(p<0.01) bulunmasina ragmen, 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarda pH
degisimi i¢in Onemli fark yoktur (p>0.05) seklinde degerlendirilmistir. Bir
karsilastirmada istatistiksel olarak “Onemli/anlamli fark vardir” karari verilecegi zaman,
yapilacak olas1 hata miktarini p degeri gosterir. Unlii istatistik¢i Fisher tarafindan hatanin
maksimum kabul edilebilir diizeyi 0.05 olarak 6nerilmis ve kabul gérmiistiir. Bulunan p
degeri 0.05'in altinda ise karsilagtirma sonucunda 6nemli farklilik oldugu anlamina gelir.

Calisma sonunda ortaya g¢ikan sonuclar bazik Ozellikte olusturulan ve bitkisel
icerikli bir leke acic1 etkin madde igeren tasiyici sistemin stabilite, etkin madde icermesi
ve organoleptik kontroller agisindan 4+1°C ve 25+1°C sicaklikta olumlu sonuglar
gostermesidir. Yani raf dmrii, goriiniis koku gibi 6zellikleri ile son iiriin haline gelebilir
yapidadir. Fakat 40+1°C sicaklikta saklanan numunede ise 60. giinden itibaren genel
gorilinlis sorunlari, kivam bozulmasi, faz ayrilmasi, koku degisimi/azalmast ve renk
degisimi, su kayb1 ve bozunma olarak belirlenen 6nemli sorunlar ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle bazik pH 6zellikteki klasik emiilsiyon tasiyici sistemin stabilite agisindan yiiksek
sicakliklarda sorun yasayacagi goriilmektedir.

Elde edilen veriler 15181inda formiilasyonun iiretilmesi siirecinde koyu renkli ve 15181
gecirmeyen ambalajlar 6zellikle amber renkli cam kutularin tercih edilmesi giines 15181
ile formiilasyonun temasini azaltacagi i¢in satbiliteyi olumlu etkileyecektir. Ayrica klasik
emiilsiyon tarzinda hazirlanmis olan formiilasyon etkin madde olan alfa Arbutin icermesi
sebebi ile pH 5.0 olarak hazirlanirsa bayanlarda goriilen sistit ve vajinal enfeksiyonlar
icinde bir alternatif formiilasyon olarak planlanabilir. (Rychlinska ve Nowak, 2012, Ciire,
Kocatiirk ve Kiziltag 2016)

Ayrica bu ¢alismanin devami ve igerigin zenginlestirilmesi agisindan in vivo ve in
vitro etkinlik testleri mutlaka yapilmalidir. Eczacilik mesleginin hastaya zarar vermeden
etki saglamak prensibi yonlendirmesi ile yapilacak etkinlik testleri daha basarili etkinlik

sonuglari i¢in gerekli bilimsel veri ortamini saglayacaktir.
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