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ONSOZ

“Cinko oksit ve oktosrilen’in kati lipit nanopartikiil, mikroemiilsiyon ve krem
sistemleri seklinde formiilasyonu ve in vitro degerlendirilmesi” baslikli
calismamizda, giines 1smlarint siiziicii ti¢ farkli sistem hazirlanmistir. Hazirlanan
sistemlerin karakterizasyon ve kararlilik calismalar1 yapilmis ve in vitro
Transpore™ Testi ile etkinlikleri karsilastirilmistir.

Uluslararas1 “gilinesten koruma faktorii” yontemi i¢in halen bir harmonizasyon
gergeklestirilememistir. Bu nedenle ¢alismamizda, hazirlanan formiilasyonlarin in
vivo etkinlik 6zelliklerinin incelemesi yapilamamis, harmonizasyon caligmalar
tamamlandiktan sonra yapilmasi planlanmstir.

Tiim calismam boyunca her tiirlii olanag1 saglayan, bilgi, yardim ve desteklerini
esirgemeyen, danmigman hocam Prof. Dr. Yasemin YAZAN’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Etkin madde miktar tayini calismalarmim Anadolu Universitesi Bitki Ila¢ ve
Bilimsel Arastirmalart Merkezi’nde gerceklestirilmesine olanak saglayan, Prof.
Dr. Ridvan SAY ve Yrd. Dog. Dr. Liitfi GENC’e yardimlarindan dolay1 tesekkiir
ederim.

Calismalarim sirasinda yakin ilgilerini ve yardimlarini gérdiigiim hocalarim ve
boliim arkadaslarim, Yrd. Dog. Dr. Miizeyyen DEMIREL’e, Ogr. Gér. Dr. Giilay
BUYUKKOROGLU’na, Aras. Gor. Uzm. Ebru Cengiz’e, Aras. Gor. Evrim
YENILMEZ’e ve Uzm. Sefa AVCIER e ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek basinglt stvi kromatografisi analizlerinde bilgi ve yardimini esirgemeyen
Aras. Gor. Uzm. Erol SENER’e katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Beni her zaman destekleyen, yiireklendiren ve bana maddi manevi her tiirli
destegi saglayan degerli aileme ve esim Ecz. Esra BERKMAN’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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CINKO OKSIT ve OKTOSRILEN’IN, KATI LIPIT NANOPARTIKUL,
MIKROEMULSIYON ve KREM SiISTEMLERI SEKLINDE
FORMULASYONU
ve
IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

OZET

Iyi bir giines 1smlarini siiziicii preparat sudan etkilenmemeli, UVA ve UVB
isinlarina karst genis spektrumlu koruma saglamalidir. Atmosferdeki ozon
tabakasi tarafindan emilerek engellendigi i¢in, UVC 1sinlar yeryiiziine ulagamaz.
Bu yiizden, UVC 1sinlarinin, digerlerine gére énemi daha azdir. Giines 1ginlarini
stiziicli preparatlarin etkinligi, ylizme veya terlemeye kars1 dayanikliliklarina, UV
1sinlarin1 emme Ozelliklerine, konsantrasyonlarina ve formiilasyonlarina baglidir.

UV siiziiciileri, etki yontemlerine gore kimyasal ve fiziksel olmak iizere ikiye
ayrilir. Bu ¢alismada, en onemli fiziksel filtre edici maddelerden biri olan ¢inko
oksit ve kimyasal filtre edici madde olan oktosrilen, ii¢ farkli tasiyici sistemde
kullanilmigtir. UV 1sinlarin1 engelleme 6zelligi olan ve fiziksel siiziicii maddeler
gibi davranan kat1 lipit nanopartikiiller, daha da gelistirilmis bir koruma saglamak
i¢in, glines 1ginlarini siiziici maddelerle birlikte kullanilmistir. Mikroemiilsiyon ve
krem seklinde emiilsiyonlar, formiilasyonlarin sudan etkilenmesini 6nlemek icin
yag-i¢inde-su seklinde hazirlanmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarda oktosrilen miktar tayini i¢in yiiksek basingli sivi
kromatografisi, ¢inko oksit miktar tayini i¢in optik emisyon spektrometresi
kullanilmigtir. Formiilasyonlar, kararlilik ¢aligmalart i¢in 25°C, 4°C ve 40°C’lik
ortamlara konulmus ve 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerde farkli Ol¢timler
gergeklestirilmistir. UV 1sinlarindan koruyucu 6zellikleri, in vitro Transpore™
Test yontemi ile incelenmis ve etki acgisindan formiilasyonlarin karsilastirilmasi
yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kat1 Lipit Nanopartikiiller (SLN)
Mikroemiilsiyon
Krem
Transpore™ Testi
Cinko Oksit
Oktosrilen



FORMULATION and IN VITRO EVALUATION of ZINC OXIDE and
OCTOCRYLENE in SOLID LIPID NANOPARTICLES,
MICROEMULSIONS and CREAM SYSTEMS

ABSTRACT

An ultimate sunscreen should be water resistant and have a broad-spectrum
protection along the entire range of the UVA and UVB spectra. UVC radiation is
less of an issue, since it doesn’t reach the earth’s surface due to its absorption by
the ozone layer in the atmosphere. Efficacy of sunscreens depends upon their UV-
absorption, concentration, formulation and the ability to withstand swimming or
sweating.

UV filters have been traditionally divided into chemical absorbers and physical
blockers depending on their mechanism of action. In this study, one of the most
important physical blocker, zinc oxide, and chemical absorber, octocrylene, were
used in three different delivery systems. Solid lipid nanoparticles, which show a
UV-blocking potential and act as physical sunscreens were combined with UV
filters in order to achieve improved photoprotection. Microemulsion and cream
emulsions were prepared in water-in-oil form to prevent the effect of water.

Determination of octocrylene in the formulations was performed by high pressure
liquid chromatography. On the other hand, inductively coupled plasma - optical
emission spectroscopy was used for zinc oxide. Stability tests were carried out at
25°C, 4°C and 40°C conditions and analyses were performed on 15th, 30th, 90th,
180™ and 360™ days. UV protection abilities of the three formulations were
investigated and compared using in vitro Transpore™ Test method.

Key Words: Solid Lipid Nanoparticles (SLN)
Microemiilsion
Cream
Transpore ™ Test
Zinc Oxide
Octocrylene
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SiIMGE ve KISALTMALAR DIiZiNi

As

Ar
AUBIBAM
B

BSS

C

CI
COLIPA

CTFA

CTFA-SA

DEA
DIN

DLS
DNA
DSC
FDA

FT-IR
HF
HLB
HPLC

ICH

: Dalga boyu

: Maksimum absorbans verdigi dalga boyu
: Cevabin standart sapmasi

: Secicilik faktorii

: I¢ standart madde stok cozeltisi

: Asimetri faktorii

: Argon gazi

: Anadolu Universitesi Bitki {lag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi
: Eusolex® OCR stok ¢ozeltisi

: Bagil standart sapma

: Konsantrasyon

: Giiven aralig1

: The European Cosmetic Toiletry and Perfumery Association

Avrupa Kozmetik ve Parfiim Kurulusu

: Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association

Kozmetik, Tuvalet ve Koku Birligi

: Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association of South Africa

Giiney Afrika Kozmetik, Tuvalet ve Koku Birligi

: Dietanolamin

: Deutsches Institut fiir Normung

Alman Standardizasyon Kurumu

: Dinamik 151k sagilimi
: Deoksiriboniikleik asit
: Diferansiyel taramal1 kalorimetre

: Food and Drug Administration

Gida ve Ilag Kurumu

: Fourier doniistimlii infrared (kizilotesi)

: Hareketli faz

: Hidrofilik/lipofilik denge

: High Performance (Pressure) Liquid Chromatography

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi

: International Conference on Harmonization

Uluslararart Harmonizasyon Konferansi
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ICP

ICP-OES

INCI

is
JCIA

"
LD
LOD
LOQ
MED
MEDp
MEDu
MEDi

NaCl
NMR

OCR

Ort.
PABA
PEG
PDA
PDI
PN

Rs
Rt

: Inductively coupled plasma

Indiiktif eslesmis plazma

: Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectroscopy

Indiiktif Eslesmis Plazma - Optik Emisyon Spektrometresi

: International Nomenclature of Cosmetic Ingredients

Uluslararas1 Kozmetik Bilesenleri Isimlendirmesi

: I¢ standart madde

: Japanese Cosmetic Industry Association

Japon Kozmetik Endiistri Birligi

: Kapasite faktorii

: Letal doz

: Saptama sinir1

: Miktar tayini sinir1

: Minimum eritem dozu

: Giinesten koruyucu uygulanmus ciltteki MED
: Koruyucu olmayan ciltteki MED

: Tek bir denekten elde edilen minimum eritem doz degeri
: Tekrarlanan deney sayis1

: Teorik tabaka sayis1

: Sodyum kloriir

: Nuclear Magnetic Resonance

Niikleer Manyetik Rezonans

: Eusolex® OCR

2-etilhekzil 2-siyano-3,3-difenil akrilat (Oktosrilen)

: Ortalama

: Para-amino benzoik asit

: Polietilen glikol

: Photodiode array

: Polidisperslik indisi

: Pik normalizasyonu

: Korelasyon katsayisi

: Avrupa Birligi Referans Numarasi
: Ayirim giicl

: Retention time

Alikonma zamani
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S
S/Y
SAA

SABS

SANS

SAXS

SCCNFP

SH
SLN

SLS

SPF

SPFi
SS

USP

uv
UVA
UVB
UvC
UVR
VK
WD

Y/S

: Kalibrasyon egrisinin egimi
: Yag-iginde-su

: Standards Association of Australia

Avustralya Standartlar Birligi

: South African Bureau of Standards

Gliney Afrika Standartlar Biirosu

: Small angle neutron scattering

Kiiciik agili ndtron sagilimi

: Small angle x-ray scattering

Kiiciik agili x-151n1 sagilimi

: Scientific Committee on Cosmetic and

Non-Food Products Intended for Consumers
Tiiketiciye Yonelik Kozmetik ve Gida Dig1
Uriinler Bilimsel Komitesi

: Standart hata
: Solid Lipid Nanoparticle

Kati1 Lipit Nanopartikiil

: Static light scattering

Statik 151k sagilimi

: Sun Protection Factor

Giinesten Koruma Faktorii

: Tek bir denekten elde edilen giinesten koruma faktorii
: Standart sapma

: Kuyruklanma faktorii

: Gegirgenlik

: United States Pharmacopeia

Birlesik Devletler Farmakopesi

: Ultraviyole

: Ultraviyole A

: Ultraviyole B

: Ultraviyole C

: Ultraviyole radyasyonu
: Varyans katsayisi

: Working distance

Calisma aralig

: Su-iginde-yag
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YEM : Yiizey etkin madde

Y.YEM : Yardimci yiizey etkin madde
Z : Parcacik / damlacik biiytikligi
Zn : Cinko

Zn0O : Cinko oksit

Formiilasyon Kisaltmalar

FSB : Etkin madde icermeyen kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonu
FSC : Cinko oksit igeren kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonu
FSE : Eusolex® OCR igeren kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonu
MB : Etkin madde igermeyen mikroemiilsiyon formiilasyonu
MC : Cinko oksit igeren siispansiyon formiilasyonu
ME : Eusolex®™ OCR igeren mikroemiilsiyon formiilasyonu
KB : Etkin madde igermeyen krem formiilasyonu
KC : Cinko oksit igeren krem formiilasyonu
KE : Eusolex® OCR igeren krem formiilasyonu
FSC4-T0 : Formiilasyon : kat1 lipit nanopartikiil

Etkin madde : ¢inko oksit

Saklama kosullart : 4°C sicaklik, 0. zaman
FSC4-T15  : Formiilasyon : kat1 lipit nanopartikiil

Etkin madde : ¢inko oksit

Saklama kosullart : 4°C sicaklik, 15. giin
FSC4-T30 : Formiilasyon : kat1 lipit nanopartikiil

Etkin madde : ¢inko oksit

Saklama kosullart : 4°C sicaklik, 30. giin
FSC4-T90 : Formiilasyon : kat1 lipit nanopartikiil

Etkin madde : ¢inko oksit

Saklama kosullart : 4°C sicaklik, 90. giin
FSC4-T180 : Formiilasyon : kat1 lipit nanopartikiil

Etkin madde : ¢inko oksit

Saklama kosullart : 4°C sicaklik, 180. giin
FSC4-T360 : Formiilasyon : kat1 lipit nanopartikdil

Etkin madde : ¢inko oksit

Saklama kosullart : 4°C sicaklik, 360. giin
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FSC25-T0

FSC25-T15

FSC25-T30

FSC25-T90

FSC25-T180 :

FSC25-T360 :

FSC40-T0

FSC40-T15

FSC40-T30

FSC40-T90

FSC40-T180 :

FSC40-T360 :

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

Formiilasyon
Etkin madde
Saklama kosullart

Formiilasyon
Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

Formiilasyon
Etkin madde
Saklama kosullart

Formiilasyon
Etkin madde
Saklama kosullar

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 0. zaman

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 15. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 30. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 90. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 180. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 360. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 0. zaman

: kat1 lipit nanopartikdil
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 15. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 30. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 90. giin

: kat1 lipit nanopartikiil

: ¢inko oksit

: 40°C sicaklik, 180. giin
: kat1 lipit nanopartikiil

: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 360. giin
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FSE25-T15

FSE25-T30

FSE25-T90

FSE25-T180

FSE25-T360 :

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

Formiilasyon
Etkin madde
Saklama kosullar

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 0. zaman

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 15. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 30. giin

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 90. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 180. giin

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 360. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex® OCR
: 25°C sicaklik, 0. zaman

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 15. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 30. giin

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 90. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 180. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 360. giin
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: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
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: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex® OCR
: 40°C sicaklik, 0. zaman

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 15. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 30. giin

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 90. giin

: kat1 lipit nanopartikiil
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 180. giin

: kat1 lipit nanopartikdil
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 360. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 0. zaman

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 15. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 30. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 90. giin

: siispansiyon

: ¢inko oksit

: 4°C sicaklik, 180. giin
: siispansiyon

: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 360. giin
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Etkin madde
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Etkin madde
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: Formiilasyon

Etkin madde
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: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 0. zaman

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 15. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 30. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 90. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 180. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 360. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 0. zaman

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 15. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 30. giin

: siispansiyon
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 90. giin

: siispansiyon

: ¢inko oksit

: 40°C sicaklik, 180. giin
: siispansiyon

: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 360. giin
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Etkin madde
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Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullar
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Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullar

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullar

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

: mikroemiilsiyon
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 0. zaman

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 15. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 30. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 90. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 180. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 4°C sicaklik, 360. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex® OCR
: 25°C sicaklik, 0. zaman

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 15. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 30. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 90. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 180. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 25°C sicaklik, 360. giin
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Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
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Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullart
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Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon

Etkin madde
Saklama kosullar

: mikroemiilsiyon
: Eusolex® OCR
: 40°C sicaklik, 0. zaman

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 15. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 30. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 90. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 180. giin

: mikroemiilsiyon
: Eusolex” OCR
: 40°C sicaklik, 360. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 0. zaman

: krem
: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 15. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 30. giin

: krem

: ¢inko oksit

: 4°C sicaklik, 90. giin
: krem

: ¢inko oksit

: 4°C sicaklik, 180. giin
: krem

: ¢inko oksit
: 4°C sicaklik, 360. giin
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Etkin madde
Saklama kosullart

: Formiilasyon
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Saklama kosullar

: krem
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 0. zaman

: krem
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 15. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 30. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 90. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 180. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 25°C sicaklik, 360. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 0. zaman

: krem
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 15. giin

: krem
: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 30. giin

: krem

: ¢inko oksit

: 40°C sicaklik, 90. giin
: krem

: ¢inko oksit

: 40°C sicaklik, 180. giin
: krem

: ¢inko oksit
: 40°C sicaklik, 360. giin
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: krem
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 0. zaman

s krem
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 15. giin

: krem
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 30. giin

: krem
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 90. giin

: krem
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 180. giin

: krem
: Eusolex® OCR
: 4°C sicaklik, 360. giin

: krem
: Eusolex® OCR
: 25°C sicaklik, 0. zaman

: krem
: Eusolex® OCR
: 25°C sicaklik, 15. giin
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: Eusolex® OCR
: 25°C sicaklik, 30. giin

: krem
: Eusolex® OCR
: 25°C sicaklik, 90. giin

: krem
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: 25°C sicaklik, 180. giin

: krem
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GIRIS ve AMAC

Yeryiizline ulasan giines 1sinlarinin, insan ve insan derisi i¢in bir¢ok faydasinin
yaninda, goézardi edilemeyecek zararlari da vardir. Tim biyolojik olaylarin
baslamas1 ve siirdiiriilmesi, hastalik yapan mikroorganizmalarin yokedilmesi,
vitamin D sentezi ve insan psikolojisine olumlu etkileri ile giines isinlarinin
yasamsal gerekliligi tartisilamaz. Ancak, 6zellikle acik ten rengine sahip kisilerde,
bu 1smlarin glines yanigi, deri kanseri olusumu, cesitli alerjik reaksiyonlar ve
erken deri yaslanmasina yol actig1 da bilinen gergeklerdir (Kumrulu, 1998; Albert
ve Ostheimer, 2003).

Giines 1s1nlarmi stiziicli preparatlar, formiilasyonunda ultraviyole (UV) 1sinlarini
stizen bir madde bulunan, deriye ulasan UV isinlarinin miktarmi kontrol eden,
deriyi glines yamigindan korurken, hizli ve diizenli bir bronzlasma saglayan
preparatlardir (Ozer, 2004). Bunu da, kimyasal olarak, UV 1smlarinin zararli
kisimlarin1 emerek, daha uzun dalgaboylu ve daha az enerjili radyasyona
cevirerek veya fiziksel olarak, 1sinlari dagitarak birim yiizeydeki yogunlugu
azaltarak yaparlar (Nash ve ark., 2006). Amerika, Avrupa ve Japonya’da, UV
stizgeci olarak sadece kozmetik yoOnetmeliklerinde listelenmis maddelerin
kullanimi kabul edilmektedir. Bu listeler, eski ve yeni formiilasyonlarin kullanimi
ve etkilerinin aragtirilmasi ile zaman i¢inde giincellenmektedir (Chisvert ve ark.,
2001).

Glines 1smnlarii siiziicii {riinlerin, fiziksel ve kimyasal yapida farkli tipleri
mevcuttur. Son yillarda, UVA ve UVB igmlarmin her ikisini de engelleyen
gelismis formiilasyonlar piyasaya siiriilmiistiir. Ancak, bunlarin da, su ile temas ve
terleme durumunda etkilerinde azalma oldugu goriilmektedir. UVC 1smlarinin
yeryliziine ulagmasi, atmosferdeki molekiiler oksijen ve ozon tabakasi tarafindan
emilerek engellenir (Wissing ve ark., 2001). Ozon tabakasinin her on yilda % 3
azalmasi sonucu, giinesten koruyucu preparatlarin hazirlanmasinda UVC
isinlarmin - da g6z Oniine alinarak formiilasyonlarin gelistirilmesi 6nem
kazanmigtir (Chisvert ve ark., 2001).

Bu caligmada, cilde topik olarak uygulanabilir kati lipit nanopartikiil (SLN),
mikroemiilsiyon ve krem formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Giines 1sinlarinm fiziksel
olarak siizen ¢inko oksit ile kimyasal olarak gilines 1sinlarin1 emen oktosrilen bu
sistemlere eklenmistir.

Etkin madde yiliklenmemis SLN’lerin, beyaz renklerinden dolay1 pigment etkisi
yarattiklart bilinmektedir. Kristal yapilar1 ise, fiziksel olarak gilines isinlarini
stiziicii maddeler gibi davranir (Wissing ve Miiller, 2003). SLN’lerin giines
isinlarini yansitict ve dagitict etkilerinden dolayi, bu caligmada kullanilmasi
uygun gorilmistiir (Cengiz, 2003). Yapilan diger caligmalarda da parcacik
yapilart sayesinde, diger tasiyici sistemlerden daha etkili koruma sagladiklari
belirlenmigtir. Ayrica, SLN’ler ile formiile edilen giines 1sinlarin1 siiziicli
preparatlarin, UV 1sinlarina karsi sinerjik koruma etkisi sagladiklar1 saptanmigtir
(Liu ve ark., 2007). Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda ise, su ile
temas ve terleme durumunda, giinesten koruyucu etkinin azalmamasi i¢in S/Y
emiilsiyonu tercih edilmistir.



Hazirlanan formiilasyonlarda oktosrilen miktar tayini i¢in yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), ¢inko oksit miktar tayini i¢in ise optik emisyon
spektrometresi kullanilmistir. Formiilasyonlar, kararlilik ¢aligmalart igin 25°C,
4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmus ve 6nceden belirlenen araliklarda (15., 30.,
90., 180. ve 360. giinler) formiilasyonlara 6zgii 6l¢timler gergeklestirilmistir.

Formiilasyonlarin UV’den koruyucu 6zellikleri in vitro Transpore™ Test yontemi
ile incelenmis ve etki agisindan karsilastirilmalari yapilmagtir.

Giinesten koruyucu preparatlar i¢in diinyaca kabul edilen in vivo test yontemi, ¢ok
yakin bir tarihte reddedilerek yeni bir yontem arayisina gidilmistir. 2005 yilinda,
CTFA, ortak bir uluslararas1 SPF yontem istegini COLIPA, JCIA ve CTFA-SA ile
paylasmistir. Haziran 2005°te baslayan goriismeler sonucunda halen bir
harmonizasyon  gergeklestirilememistir  (COLIPA, 2006). Bu nedenle
calismamizda, hazirlanan formiilasyonlarin in vivo etkinlik Ozelliklerinin
incelemesi yapilamamis, yalnizca in vitro deneylerle yetinilmistir.



KAYNAK BILGISI
Giines Isinlarim Siiziicii Maddeler
Giines Isinlarindan Korunma

Eski caglardan beri, kuzey yarikiirede, agik tenli olmak, giizelligin gerekli bir
pargasi olarak diisiniilmiis ve yirminci yiizyilin baslarina kadar zengin ve bakimli
insanlar, kendilerini giines 1s18min etkilerinden dikkatlice korumustur.
Bronzlagsmis deri toplum iginde disarida c¢alisan is¢i sinifin1 belirten sosyal bir
utang kaynagi olarak goriilmiis; beyaz deri ise ideal, giizel ve ¢ekici kabul edilerek
kisinin mali giiclinii gdsteren bir zenginlik sembolii haline gelmistir (Wolf ve ark.,
2001a).

Cok az sayida kaynagin giiniimiize ulagabilmesine ragmen, insanlarin giines
1sinlarindan korunmak igin giysiler, semsiyeler ve boyalar gibi bircok yontem
kullandig1 bilinmektedir. Giyim, asirlardir bolgesel iklim kosullariyla iligkili
olmustur. M.O. 5000’lerde dokumanin kesfedilmesi ile, Misir’da pamuk, yiin ve
keten kullanilarak giysiler yapilmis ve insanlar viicutlarii gilinesten korumaya
baslamistir. Bag Ortiileri, genis kenarli hasir sapkalar, tlirbanlar, fes ve peruklar
bir¢ok kiiltiirde yaygin olarak kullanilmistir. Colde yasayan kabileler halen uzun
ve bol kaftanlar giymektedir. Misir’da da benzer bir ciippe (jellaba) veya viicudu
saran bir ortii (haik) korunma amach giyilir. Kuzey Afrika’da ise, ayni amagla,
Tuareg Berberleri ylizlerini mavi bir pege ile kaparlar (Urbach, 2001).

Semsiyeler de eski ¢caglardan kalma bir gerectir. Eski Misir, Mezopotamya, Cin ve
Hindistan’da 6nemli insanlar1 giinesten korumak icin kullanilmistir. Sohret ve
otoriteyi de belirten bu cok genis semsiyelerin 6zel tasiyicilari vardir. Bunun
degisik bir sekli de “baldakin” ad1 verilen bir alettir. Onemli bir insanin iizerinde
taginan ya da bir yere sabitlenebilen bezden bir sayvandir. 18. yiizyilda ise, kiigiik
ve zarif semsiyeleri (parasol/giines semsiyesi) gilinesten korunma amach
kullanmak moda haline gelmis; giyim bi¢imleri sinifa, meslege, cinsiyete gore
cesitlilik gostermistir. Acik ten, kadinlar i¢in ideal goriilmiis ve agik tenli olma
istegi ile insanlar kozmetik {riinleri kullanmaya baglamiglardir. Bu amagla
kullanilan beyaz pudra (genellikle arsenik tuzlar1) en eski kozmetik maddelerden
birisidir (Wolf ve ark., 2001b).

Giiniimiize kadar fiziksel korunmanin birgok sekli denenmistir. M.O. 1. yiizyilda
Celsus, basi kapatmayi ve cilde yag siirmeyi Onermistir. Tibetliler giinesten
koruyucu olarak katran ve bitkilerden olusan bir karisim kullanmiglardir. Guiyana
yerlileri, biiyiik olasilikla kozmetik sebeplerden, derilerini ¢esitli bitki ekstreleri
ile slislemisler ve bu da ayn1 zamanda giinesten koruyucu olarak ise yaramistir
(Sikes, 1998; Urbach, 2001).

Acik tenli olma istegi, 1920 yilinda Fransiz moda tasarimcist Coco Chanel’in,
Palmiye Sahili’ne tatile gitmesi ile son bulmustur (Cengiz, 2003). Paris modasinin
bu efsanevi ismi tatilden bronz bir ten ile donmiis ve ¢evresindeki insanlardan
bliylik ilgi gormistiir. 1920’lerde “Chanel Goriiniimii” (Chanel Look) ile
kadinlarin goriinlisiinde devrim yapmak ¢ok da kolay bir is olmamasina ragmen,
giines semsiyeleri bir kenara kaldirilmis; kumsallar ve havuz kenarlar1 ¢enelerinin
altina aliiminyum yansiticilar koyan insanlarla dolmustur (Wolf ve ark., 2001a).



Ultraviyole Isinlarimin Etkilerinin Kesfi

Glines 1smlarinin deri {izerinde sicaklik disinda baska etkilerinin de oldugunu
gosteren ilk calisma, 1820 yilinda Ingiliz Fizik¢i Sir Everard Home tarafindan
yapilan siyah bez deneyidir. Bir elini giines 1sinlarina maruz birakirken diger elini
de siyah bir Ortii ile saran Home, siyah elbisenin altinda termometrenin 4-10°C
daha fazla gostermesine ragmen, gilinese maruz kalmis elinin digerinin aksine
yandigini gostermistir. Pigmentasyonun etkilerini incelemek i¢in bir zencinin elini
de giines 1smnlarina maruz tutmus ve bir etki gézlemleyememistir. 1900 yilinda
Home’un yaptigi calismalardan habersiz olan Finsen, siyah bez deneyini
neredeyse benzer kosullarda tekrarlamistir (Urbach, 2001).

Glines 1sinlarinin  zararh etkilerinin zamanla farkedilmesiyle, bu 1smnlardan
korunmak i¢in formiilasyon calismalarina baslanmistir. Giines 1sinlarmi siiziicii
maddelerin degerlendirilmesi hakkindaki ¢alismalarin en 6nemlilerinden biri Eder
ve Freund’un (Eder ve Freund, 1935), 1935 yilinda yayimladig1 detayli ve uzunca
bir makaledir. Onlarin 6zeti halen yararli ve aydinlatici bilgiler vermektedir:

. Giinesten koruyucu maddeleri test etmek i¢in kullanilan mevcut biyolojik
yontemler, insan derisinin 151k hassasiyetini etkileyen biitiin faktorleri
dikkate almamaktadir. Test yontemlerinin dogrulugu azalmistir; ¢ilinkdi,
preparatlarin, viicudun degisik yerlerine tamamen ayni kalinlikta
uygulanmasi imkansizdir.

. 230-396 nm arasindaki UV boélgenin tlimii etkili olarak godz Oniinde
tutulmalidir.

o Test i¢in kullanilan 151k kaynagina bagli olarak, degisik sonuclar elde
edilebilir.

1935 yilinda, Eugene Schueller, yagli bir tasiyici sistemde benzil salisilat
maddesini igeren glinesten koruyucu bir preparat hazirlamistir (Shaath, 1997).
Ikinci diinya savasindan kisa bir siire sonra, 1939 yilinda, I. G. Farben “Delial”
ad1 ile satilmis olan benzilimidazol siilfonik asit maddesinin patentini almistir
(Urbach, 2001).

Giinesten koruyucu preparatlarin gelistirilmesinde ilging bir ¢calisma, 1942 yilinda
meydana gelmistir. Albay Otis Benson Jr. tarafindan temsil edilen Amerikan Hava
Kuvvetleri, ¢6l ve deniz gibi yerlerde askerleri giines yanigindan korumak igin
oniki farklt maddenin karigimindan olusan yeni bir formiilasyon geligtirmistir. Bir
aragtirma grubu olusturularak, formiilasyonun 297-365 nm araliginda etkileri
incelenmis, sudan ve soguk hava sartlarindan etkilenip etkilenmedigi bulunmustur
(Shaath, 1997; Phillips, 2004)

1962 yilinda, Knox ve arkadaglari, giines 1sinlarin1 emen bir benzofenon tlirevini
tanitmis ve bu maddenin fare derisini fotokarsinojen ve fotohassasiyet etkilerine
karst korudugunu gostermistir (Urbach, 2001). Wiskemann ve Heissen,
(Wiskemann ve Heissen, 1962) deri testi i¢in su sogutmali ksenon arkinin
kullantmin1 6nermis ve gilines 1silarmin biyolojik etkilerini incelemiglerdir.
Daha onceleri, endiistride, boya ve sentetik maddeleri korumak i¢in kullanilmis
olan benzofenon maddesinin iyi bir UV koruyucusu oldugunu gostermislerdir
(Urbach, 2001). % 10 aminobenzoik asit iceren giines 1sinlarindan koruyucu
preparatlar1 Contralum’un, eriteme karsi son derece etkili oldugu gosterilmistir.



Bu denemeler ile baglayan gilinesten koruyucu preparatlar lizerindeki ¢aligmalar,
son yirmi yilda olduk¢a artmis ve her 1sma karsi 6zel slizge¢ maddesi igeren
karmagik formiilasyonlar gelistirilmistir. UV 1smlarina bagh erken deri
yaslanmas1 ve kanser olusumu gibi ciddi etkilerin ortaya ¢ikmasi ile birlikte
insanlar, eskiden oldugu gibi kendilerini zararli giines 1smnlarindan tekrar
korumaya baglamislardir (Albert ve Ostheimer, 2003).

Ultraviyole Isinlart

Giinesten yayilan farkli dalga boylarindaki tiim 1sinlar “giinesin elektromanyetik
spektrumu” olarak isimlendirilir (Petrazzuoli, 2000). Bu spektrumda, giines
1sinlart dalga boylarina gore siralanir ve asagida verilen temel gruplar ile ifade
edilir (Diffey, 2002):

Kozmik 1sinlar
Gamma 1sinlar1
X-1s1nlar1

UV 1silart dalga boyu
GOriintr 151k artar
Infrared 1s1nlari
Mikrodalgalar
Radyo dalgalar

N4

Ciltte zararli etkiler olusturan giines 1sinlari, UV i1sinlar1 olarak adlandirilir.
Yeryiizline ulagan toplam 1sinlarin % 5°1 kadarini olustururlar.

Ug tip UV 1smimdan bahsetmek miimkiindiir; UVA, UVB ve UVC (Sekil 1)

(Levy, 2001). —— UVA-I (340-400 nm)
— 5 UVA (320-400 nm) —

—— UVA-II (320-340 nm)
UV Isinlar1 ——— UVB (290-320 nm)

L UVC (200-290 nm)
Sekil 1. Ultraviyole 1s1nlar1 ve dalga boylar: (Levy, 2001)

UV isilarinin yaklasik % 90’11 olusturan UV A 1sinlari, deri yiizeyinde 100 pm
derinlige kadar etki ederek kronik zararlar olusturabilir. Cilde fazla niifuz ettikleri
i¢in, esneklik kaybi sonucu sarkma ve kirigiklik gibi erken yaslanma belirtileri
meydana getirir. Ayrica, UVA 1simlar1 hiicre membran lipiti olan keratinositlere
etki eden oksijeni ortaya ¢ikartarak, enzim inaktivasyonuna, protein
denatiirasyonuna, hiicre organelleri ve hiicre membran1 hasarina, dolayisiyla DNA
hasarma yol acabilir. Immiin sistem iizerinde de zararli etkilere neden olarak,
kanser olusumunu baslatabilmektedir (Azevedo ve ark., 1999).

UVB isinlarindan daha zayif ve daha az hasara neden olmalarina karsin, UVA
1s1nlar1 glines yaniklarina neden olabilir. Bunun sebebi, yeryiiziine UVB 1sinlarina
gore 100 kat daha fazla ulagmasidir (Wissing ve ark., 2001). UVB 1smlarinin
Oonemli bir miktar1 ozon tabakasi tarafindan emilirken, UVA 1sinlar1 ozon tabakasi
tarafindan emilemez. Bronzlasma, genellikle, kisinin deri tipi ve deriye ne kadar
UVA 1smimin ulastigr ile ilgilidir (Bouillon, 2000). UVA 1smlarinin bir diger
ozelligi de, tetrasiklin, fenotiyazin ve trisiklik antidepresan kullanan kisilerde
1518a duyarlilik reaksiyonlarina neden olmasidir (http-1).



UVB 1sinlari, deride melanin pigmentinin olusumuna ve giines yaniklarina etkisi
en fazla olan bolgedir (Azevedo ve ark., 1999). Camdan gegemez. Vitamin D’nin
sentezinden sorumludur (Ozer, 2004). Uzun siire UVB 1sinlarma maruz
kalindiginda erken yaslanma, ileri durumlarda ise deri kanseri goriilebilir.
UV sinlarmin dalga boyu kisaldik¢a tasidigi foton enerjisi artar (Villalobos-
Hernandez ve Miiller-Goymann, 2007). Bu enerji deri hiicrelerinin fizyolojisini
bozarak gilines yanigina neden olur. 300 nm dalga boyundaki UVB 1sinlar1 deriye,
320 nm deki UVB 1sinlarindan daha ¢ok zarar verir; ancak iki durumda da glines
yanmig1 ve deri kanserine sebep olabilir. Yeryliziine ulasan UVB 151 UVA’nin
1/100°1 kadar olmasina karsin, UVB 1sinlarinin binde biri UVA 1sinlart ile aym
eritemal etkiyi gosterir (http-1).

UVC, en yiiksek enerjiye ve en diisiik dalga boyuna sahip UV ismlardir.
Yeryiizline ulagmasi, atmosferdeki molekiiler oksijen ve ozon tabakasi tarafindan
emilerek engellenir (Wissing ve ark., 2001). Ozon tabakasinin her on yilda % 3
azalmasi sonucu, giinesten koruyucu preparatlarin hazirlanmasinda, UVC
isinlarinin da g6z Oniine alinmast 6nem kazanmistir (Chisvert ve ark., 2001).
UVB isinlarindan daha az etkili olmalarina karsin, olusabilecek hasar ciddidir ve
ozellikle g6z i¢in zararhidir. Germisit etkisinden dolay1 yapay olarak iiretilen bu
isinlar, ¢ok siddetli ani glines yamigina neden olabilir ve karsinojendir.
UVC ismlarindan  korunma, siizgegsiz  yapay kaynaklar  kullanilarak
bronzlasildiginda gereklidir (http-1).

Giines Isinlarim Siiziicii Maddelerin Siniflandirilmasi

Glinesten koruyucu preparatlar, formiilasyonunda UV 1ginlarini siizen bir madde
bulunan, deriye ulasan UV 1smminin miktarim1 kontrol eden, deriyi glines
yamigindan korurken, hizli ve diizenli bir bronzlagsma saglayan preparatlardir
(Ozer, 2004). Bunu da, kimyasal olarak, UV 1sinlarinin zararl kisimlarini emerek,
daha uzun dalga boylu ve daha az enerjili radyasyona cevirerek veya fiziksel
olarak 1sinlar1 dagitarak birim yilizeydeki yogunlugu azaltarak yaparlar (Nash ve
ark., 2006). Giines 1sinlarini siiziicii maddeler, kimyasal yapilar1 veya etki
gosterdikleri UV araligina gore siniflandirilabilirler (Chisvert ve ark., 2001).

Amerika, Avrupa ve Japonya’da, UV siizgeci olarak sadece kozmetik
yonetmeliklerinde listelenmis maddelerin kullanimi kabul edilir. Bu listeler, eski
ve yeni formiilasyonlarin kullanimi ve etkilerinin arastirilmasi ile zaman iginde
giincellenmektedir (Chisvert ve ark., 2001).

Tiirkiye, Avrupa Birligi Kozmetik Mevzuatinin 76/768/EEC sayili Konsey
Direktifi ile 96/335/EC sayili komisyon kararina paralel olarak, 23 Mayis 2005
tarihinde kozmetik yonetmeliginde degisiklige gitmis ve Avrupa’da yliriirlikte
olan yonetmeligi birebir kabul etmistir (Kozmetik Yonetmeligi, 2005)

Avrupa’da ve dolayisiyla Tiirkiye’de, UV siizgeci olarak kullanimi izinli olan
maddeler ve maksimum kullanim konsantrasyonlar1 Cizelge 1’de verilmistir.
Listede, sadece titanyum dioksit inorganik (fiziksel), diger biitiin bilesikler ise
organik (kimyasal) UV siizgecidir. Kozmetik iriinlerde UV slizgeglerinin
kullanim konsantrasyonu, genellikle, % 0.1-10 arasindadir (Salvador ve Chisvert,
2005).



Cizelge 1. Avrupa Birligi’nde ultraviyole siizgeci olarak kullanimi izinli olan maddeler

R ¢c® 19 M.K. ® (%) Spektrum

1 S1 p-aminobenzoik asit (PABA) 5 UVB

2 S 57  Kafur benzalkonyum metosiilfat 6 UVB

3 S12 Homosalat 10 UVB

4 S 38 Benzofenon-3 10 UVA-B

6 S 45 Fenilbenzimidazol siilfonik asit 8 UVB

7 S71 Terefitaliliden dikafur siilfonik asit 10 UVA

8 S 66 Biitil metoksidibenzoilmetan 5 UVA

9 S 59  Benziliden kafur siilfonik asit 6 UVB
10 S 32 Oktosrilen 10 UVB
11 S 72 Poliakrilamidometil benziliden kafur 6 UVB
12 S 28 Etilhekzil metoksisinnamat 10 UVB
13 S3 PEG-25 PABA 10 UVB
14 S27  Izoamil p-metoksisinnamat 10 UVB
15 S 69  Etilheksil triazon 5 UVB
16 S73 Drometrizol trisiloksan 15 UVA
17 S 78 Dietilhekzil biitamido triazon 10 UVB
18 S 60  4-Metilbenziliden kafur 4 UVB
19 S61 3-Benziliden kafur 2 UVB
20 S 13 Etilhekzil salisilat 5 UVB
21 S8 Etilhekzil dimetil PABA 8 UVA
22 S 40 Benzofenon-4 5 UVA-B
23 S79  Metilen bis-benzotriazolil tetrametilbiitilfenol 10 UVA
24 S 80  Disodyum fenil dibenzimidazol tetrasiilfonat 10 UVA
25 S 81 Bis-etilhekziloksifenol metoksifenil triazin 10 UVA-B
26 S 74  Polisilikon-15 10 UVB
27 S75  Titanyum dioksit 25 UVA-B
28 S 83 Dietilamino hidroksibenzoil hekzil benzoat 10 UVA

Avrupa Birligi’nde, UV siizgeci olarak kullanimi izinli olan maddeler arasinda
cinko oksit yoktur. Amerika’da, FDA farkli bilesiklerin ve konsantrasyonlarin
kullanimin1 kabul etmis; sadece, 16 bilesigi listesine almistir. Bu bilesiklerin
icinde inorganik UV siizgeci olarak ¢inko oksit de yer almaktadir (Petrazzuoli,
2000). Haziran 2003’te, SCCNFP’ye, COLIPA referans numarast S76 olan ¢inko
oksitin UV siizgeci olarak kullanimi i¢in bir rapor sunulmus ve yapilan
incelemeler sonucunda asagidaki kararlar alinmigtir (SCCNFP, 2003):

Cinko oksit hakkinda kapsamli bir bilgi olmasina karsin, raporda verilen
arastirmalarin ve bulunan sonuclarin biiylik bir kismi yaklagik 15 sene
once ger¢eklesmistir. Giintimiiziin sartlarina uygun degildir.

In vitro olarak, mikronize ¢inko oksitin hiicrelerde 1513a bagli DNA ve
kromozom hasarlarina neden oldugu gosterilmistir. Elde edilen bu
sonuclar in vivo ¢alismalarla desteklenmelidir.

Yapilan caligmalarda, c¢inko oksitin  fizikokimyasal 0Ozellikleri
tanimlanmamus, safsizligi belirtilmemistir.

Mikronize ¢inko oksitin perkiitan emilimi hakkinda 6nemli bir bilgi
eksikligi vardir.

() Avrupa Birligi Referans Numarast

@ COLIPA Referans Numarasi

@ INCI Ismi

@ Maksimum kullanim konsantrasyonlari



SCCNFP’nin hazirladig1 sonug raporunda, ¢inko oksitin kozmetik iiriinlerde UV
stizgeci olarak kullanilmasi ve tam bir giivenlik degerlendirmesi i¢in, daha fazla
arastirmanin yapilmasi istenmistir (SCCNFP, 2003).

Giines Isinlarim Siiziicii Maddelerin Formiilasyonu

Son yillarda, gilinesin zararl etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve ozon tabakasindaki
incelme, etkili UV koruma sistemi ihtiyacini arttirmistir (Perugini ve ark., 2005).
Bu preparatlarin uzun siireli ve sik kullanimlart nedeniyle, etkinliklerinin ve
giivenilirliklerinin tam olarak saglanmasi gerekmektedir (Schaefer ve ark., 2000).
Glines 1sinlarint siiziicii preparatlarin formiilasyon tasariminda asagidaki konular
g6z Online alinmalidir (Mitsui, 1997):

. UVA ve UVB’ye kars1 genis spektrumlu koruma saglamali,

. Yiiksek sicakliklara dayanikli olmali ve 6zelliklerini korumali,

o Irritasyona ve deride asir1 duyarlilik reaksiyonlarina neden olmamal,

o Terleme ve suya maruz kalma ile deriden kolayca uzaklagsmamali,

o Cok sik uygulanacag: icin, icerdigi kimyasal maddelerin deriden emilim
olasilig1 gézoniinde tutulmali,

. Deriye kolaylikla uygulanmali ve homojen bir film olusturmal,

o Deri iizerinde yagli, kaygan ve rahatsiz edici bir his birakmamali,

. Giysilerde leke birakmamali,

o Bitmis iirlin maliyeti yiiksek olmamali.

Glinesten koruyucu preparatlar, emiilsiyon, yag, jel, merhem, kopiik, sprey veya
stik gibi farkli formiilasyon sekillerinde hazirlanabilir; ancak, her formiilasyonun
tiikketici tarafindan se¢imini etkileyen iistiinliik ve sakincalar1 vardir (Ozer, 2004;
Tiirkoglu, 1998).

Gilines 1smlarint siiziicii maddeler i¢in en ¢ok tercih edilen tasiyict sistem
emiilsiyondur. Emiilsiyonlarin formiilasyonundaki giicliikler ve kararhiliklarinin
zor saglanmasi bile, bu tasiyici sistemlerin kullanimini azaltamamistir (Klein,
1998). Kullanilan UV siizgegleri genellikle emiilsiyonlarda kolay formiile
edilebilen yaglar veya yagda c¢oziinebilen maddelerdir. Emiilsiyonlar, siit
seklinden kremlere kadar degisen kivamlarda hazirlanabilirler. Diisiik
viskoziteleri sayesinde kolay akisa sahip olmalar1 ve cilde uygulandiklarinda
estetik acidan diizgiin, ipeksi bir film olusturmalar1 tercih edilmelerindeki en
biiyiik etkendir (Ozer, 2004; Klein, 1997).

Jel seklindeki tasiyicit sistemler estetik ag¢idan en c¢ok kabul gorebilecek
formiilasyon tipi olmasina karsin, ticari preparatlarina ¢cok az rastlanmaktadir. Bu
sistemler, hidrojel madde iceren sulu ya da sulu alkollii preparatlardir. Su yapil
olduklar1 i¢in, terleme ve yilizme ile ciltten kolayca uzaklasirlar ve lipofilik
maddelerin bu sistemdeki formiilasyonlar1 bir hayli zor olmaktadir. Bu sorun,
¢oOziicii yardimcilar1 eklenmesiyle ortadan kaldirilabilir; ancak, kullanilmasi
gerekli olan ¢oziicii yardimcilari miktar1 ¢ok fazladir (Klein, 1998). Ayrica,
formiilasyonlarinda bulunan alkol tahrige sebep olabilir. Jel tipi iiriinler, yagh
iriinleri kullanamayan ve cilt ilizerinde kaygan son etki istemeyen kisiler i¢in
uygundur (Tirkoglu, 1998).



Giinesten koruyucu preparatlar i¢in en eski ve en kolay formiilasyon sekli
yaglardir. Sadece tek bir faz igerdigi i¢in miikemmel kararliliga sahiptirler. UV
stizgeclerinin birgogu lipofilik yapida oldugu i¢in, yaglarda kolayca ¢oziiniirler.
Cilde uygulanmas1 son derece kolay olan bu tasiyict sistemin, cilt yiizeyinde ¢ok
ince ve saydam bir tabaka olusturmasi koruma faktoriinii bir hayli diistirmektedir.
Apolar yapidaki maddeler icin, tasiyict sistem olarak yaglar kullanildiginda,
formiilasyonun kararlilig1 artar ve koruma etkinlikleri i¢in uyarilma enerjisine
ihtiyac duyar. Bu ek enerjiden dolay1, UV emilim egrisi daha kisa dalga boylarina
kayar ve formiilasyonun koruma faktdriiniin azalmasina neden olur (Klein, 1998).
Glinesten koruyucu olarak kullanilan esterler ¢ok iyi ¢oziiciilerdir ve gilines
yaglarindaki diger esterlerle birlestiginde, bitmis iiriin i¢in kullanilan plastik
ambalaj ile etkilesime girebilir. Bunun 6nlenmesi i¢in, ambalajin i¢ kismi recine
veya etilen-propilen kopolimeri ile kaplanabilmekte, ancak bu da maliyeti
olumsuz yonde arttirmaktadir. Bu sistemler, maliyeti diislirecek su gibi bagka bir
faz olmadigi i¢in tasiyict sistemler icinde en pahalilarindan birisidir (Klein, 1997).

Merhemler, suya dayanikli ve pahali sistemlerdir. Yaglara gore deride daha kalin
tabaka olusturur. Bu yiizden, gilinesten koruyucu etkileri daha fazladir.
Formiilasyonda hi¢ su icermedigi i¢in istenmeyen yagli his birakir. (Tiirkoglu,
1998; Klein, 1997). Yaglar gibi, merhemler de apolar yapilarindan dolay1
koruyucu maddelerin UV emilim egrisini daha kisa dalga boylarna kaydirir ve
koruma faktoriinti azaltir. Ancak, yagl yapilari, ylizme ve terleme gibi etkenlerle
koruyucu maddelerin ciltten uzaklagsmasini engeller (Klein, 1998).

Koptikler, glinesten koruyucu preparatlar i¢in kullanimi son derece rahat olan
sistemlerdir. Ozel ambalajlarda, diisiik basingta, itici bir gaz sayesinde kopiigiin
olugmasi saglanir. Ana formiilasyon Y/S tipi bir emiilsiyondur ve giines 1sinlarini
stiziici maddeler genellikle i¢ faz olan yaghh faza eklenir. Sakincalari,
ambalajlarindan kaynaklanan fiyatlar1 ve diisiik basingtaki itici gazin sicakliga
kars1 asir1 duyarli olmasidir. Bundan dolayi, ambalajlarinin hazirlanmasinda ¢ok
dikkatli calisilmasi gereklidir (Klein, 1998; Ozer, 2004).

Giinesten koruyucu maddeler i¢in yeni bir tasiyici sistem olan stikler, dudak, gz
cevresi ve kulaklar gibi viicudun belli bolgelerine uygulanan formiilasyonlardir.
Kullanimlar1 oldukca kolay ve pratiktir. Formiilasyon, genellikle, yag ve yagda
¢Oziinen maddeler igerir. Parafin ve balmumu gibi maddeler kullanilarak kivami
ve uygulama bolgesindeki film kalinlig1 arttirilabilir. Ciltte istenmeyen yagl his
uyandirmalarina karsin, tim sistemler arasinda su gecirgenligi en az olan
formiilasyonlardan birisidir. Cinko oksit ve titanyum dioksit gibi opaklik veren
maddeler kullanilarak daha iyi koruma elde etmek miimkiindiir. Organik siiziicii
maddeler, alkolamitler ile birlikte kullanildiginda saydam goriiniimlii stikler elde
edilebilir; ancak, bu preparatlar, kararlilik problemleri ve yiliksek maliyetleri
yiiziinden kozmetik pazarinda yeterince yer alamamistir (Klein, 1997).

Sprey seklindeki formiilasyonlar, kolay kullanimlart nedeniyle, tercih edilen
sistemlerdir. Ancak, her zaman ciltte homojen bir film olusturmayabilir. Bu
durum, giinesten koruma faktoriiniin azalmasina sebep olur (Klein, 1998). Ayrica,
yiiz bolgesine uygulanirken, kaza ile géze temas etmesi gibi istenmeyen durumlar
da gozlenebilir. Kullanilan formiilasyon, emiilsiyon veya yag bazlhidir. Bu
sistemlerden yag bazli olan1 kullanildiginda {iriiniin maliyeti artar (Klein, 1997).



Giinesten Koruma Faktorii

Giinesten koruma faktorii (SPF-Sun Protection Factor), glinesten koruyucu {iriiniin
etkinliginin saptanmasinda diinya capinda kabul gérmiis bir belirleyicidir (Nash,
2005).

SPF ve koruyucu indis {lizerine yapilan ilk ¢aligmalara 1930’Iu yillarda baslanmis
ve 1940’larda H. Blum, 1950’lerde de R. Schulze tarafindan ilk yaynlar
yapilmistir (COLIPA, 2006). Giines isinlarinin bagil eritem etkinligini ilk
hesaplayan Schulze, minimum eritem dozu (MED) ile giinesten koruma faktorii
hesabini da ilk ortaya atan kisidir (Schulze, 1956). Daha sonra, koruma faktorii
kavrami Greiter tarafindan gelistirilmistir (Voss, 2000). Bu standardizasyon
arayislart ve olusturulan bilimsel gruplar, MED ve SPF terimlerinin
tanimlanmasina ve 1978 yilinda da Amerika’da FDA tarafindan ilk ‘“standart
koruma faktorii belirleme yontemi”nin yayinlanmasina onciiliikk etmistir (Urbach,
2001). Bu galismalari, 1984 yilinda DIN67501"” modeli ile Almanya izlemis ve
daha sonra biitlin Avrupa’da kabul gormistiir. Bu iki standart, kullanilan 1s1k
kaynag1 (ksenon arc/dogal giines 15181 ve civa lambasi) ve cilde uygulanan iiriin
miktart (2.0 ve 1.5 mg.cm™) gibi farkliliklarla birbirinden ayrilmustir. Bu durum
da hesaplanan koruma faktorlerinin birbiri ile uyusmamasina neden olmustur
(Heinrich, 2004; COLIPA, 2006).

Daha sonraki yillarda yayinlanan biitiin standart yontemler, ksenon lambay1 ve
2.0 mg.cm™ Srnek uygulamayi kabul etmistir. 1986 yilinda, SAA, hem SPF hem
de suya kars1 direng testini kapsayan FDA’ya benzer standartlar yaymlamistir.
Bunu, 1991 yilinda, benzer bir ¢alisma ile JCIA izlemistir. Giiney Afrika’da da,
SABS, 1992 yilinda benzer bir yontem yaymnlamistir. FDA standartinin yeni bir
versiyonu, “Gegici Son Monograf” adiyla, 1993 yilinda yaymlanmis ve 1999 “Son
Monograf” versiyonunun uygulanmasi belirsiz bir bicimde ertelenmistir. Bu
askiya alma, “UVA testi ve etiketlenmesi” i¢in 6zel yOntemlerin saptanmasina
zaman saglamistir.

COLIPA, 1994 SPF yonteminde, emisyon kaynaginin UV spektrumu tayini ve
kolorimetrik cilt tipi se¢imi i¢in yeni teknikler sunmustur. Ayni zamanda, iki
yilksek SPF standart iirlinlin, SPF degerlerinin artisinda dikkate alinmasi
onerilmistir. 1998 yilinda Avusturya Onorm ve 1999 yilinda yeni DIN standardh,
COLIPA 1994 yontemine eklenmigstir (COLIPA, 2006).

2000 yilinda COLIPA, JCIA ve CTFA-SA, SPF 6l¢lim yonteminin diizenlenmesi
icin goriigmelere baslamiglardir. Alinan ortak bir kararla Ekim 2002’de
“Uluslararas: giinesten koruma faktorii (SPF) test yontemi” belirlenmistir.

2005 yilinda CTFA ortak bir uluslararast SPF yontem istegini COLIPA, JCIA ve
CTFA-SA ile paylagmistir. Haziran 2005°te baglayan goriismeler halen devam
etmektedir (COLIPA, 2006).

)" Deutsches Institut fiir Normung 67501, Experimental evaluation of the protection from
erythema of external sunscreen products for the human skin, Alman Standardizasyon Kurumu
67501, Eritemden korunmak amaciyla insan derisi ig¢in kullanilan giinesten koruyucu iiriinlerin
deneysel degerlendirilmesi
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In Vivo Giinesten Koruma Faktorii Test Yontemi

Giinesten korunma derecesi, UV radyasyona karsi derinin eritemal cevabini
kullanan “giinesten koruma faktorii testi” ile hesap edilir. SPF, goniillilerin
ciltlerine gilinesten koruyucu iiriin uygulanarak ve hi¢ uygulanmadan minimum
eritemal cevap i¢in gerekli olan enerjilerden hesaplanan bir orandir. SPF
belirlenmesi icin yapay bir kaynaktan UV radyasyon tiretilir (COLIPA, 2006).

MED, UV’ye maruz birakilan bolgenin ¢ogunda 16-24 saat sonra goriilen,
farkedilebilir ilk eritemi iireten en az UV dozudur (Wolf ve ark., 2001a).

MEDu: Koruyucu olmayan ciltteki MED
MEDp: Giinesten koruyucu uygulanmus ciltteki MED

SPFi degeri, ayn1 denekte bir iiriin tarafindan korunan derideki minimum eritem
dozunun, hi¢bir koruma olmayan derideki minimum eritem dozuna oranidir. SPFi
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir.

SPFi= MEDj (koruyucu uygulanmis cilt) MEDpi
- —

— = (Esitlik 1)
MEDj (koruyucu uygulanmamus cilt) MEDyj
Bir iirinlin SPF degeri, testteki biitiin deneklerden saglanan gegerli SPFi
degerlerinin aritmetik ortalamasidir (Griffin ve ark., 1997).

Uluslararast SPF test yonteminde, ksenon ark gilines simiilatérii lamba veya
esdegeri kullanilir. Koruma faktoriiniin hesaplanmasi i¢in, goniilliilerin cildinde
secilen kiicliik bolgelerde geciktirilmis eritemal cevaplara bakilir. Uygulanacak
{irtiniin ve referans formiilasyonunun miktar1 2 mg.cm>dir. Test, bel ve
omuzlarin arasinda kalan alan ile smirlandirilmistir. UV uygulanacak bolge icin
kabul edilebilir en kiiciik alan 0.5 cm’, Snerilen alan ise en az 1 cm®dir.
Her bolgenin alani birbiri ile ayni1 olmali ve aralarindaki uzaklik en az 0.8 cm
olmalidir (COLIPA, 2006). Goniilliilerin cildinde segilen bdlge, higbir koruma
olmadan ve secilen bir bagka bolge de bir koruyucu iirlin uygulanarak UV
1sinlarina maruz birakilir. Bunun disinda, en az bir bolgeye de SPF referans
formiilasyonu uygulanip, UV 1sinlarina maruz birakilmalidir (Ferguson, 1997).

Asamal1 olarak arttirllan UV dozu ile cesitli derecelerde eritem (yiizeysel
vazodilatasyondan dolay1 olusan kizariklik) olusur. Bu geciktirilmis eritemal
cevaplar UV radyasyondan 16-24 saat sonra, bu konuda egitimli birisi tarafindan
kizariklik siddetine gore gorsel olarak tayin edir (Griffin ve ark., 1997).

Korunmamig derinin minimum eritemal dozu (MEDu) ve giinesten koruyucu iiriin
ile korunmus derinin minimum eritemal dozu (MEDp) ayn1 goniillii {izerinde ve
ayni giin tayin edilmelidir. Ayn1 goniillii izerinde birden fazla iiriin test edilebilir
(Federal Register, 1999).

Herbir goniilli icin SPFi degeri, MEDpi/MEDui oranindan hesaplanir. Bir {iriiniin
SPF degeri icin testteki biitlin deneklerden saglanan gegerli SPFi degerlerinin
aritmetik ortalamasi alinir. SPF hesabi i¢in en az 10 ve en fazla 20 gegerli sonug
alimmas1 gerekir. Ortalama SPF icin giiven araligi (CI % 95) +% 17 olmalidur.
Beklenen/tahmin edilen SPF’ye gore her testte yliksek veya diisiik uygun bir SPF
referans formiilasyonu olmalidir (COLIPA, 2006).
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In Vitro Giinesten Koruma Faktorii Test Yontemi

Glines 1sinlarini siiziicii formiilasyonlarin etkinlikleri, in vitro ortamda cesitli
yontemlerle degerlendirilmektedir. Diffey ve Robson’in 1989 yilinda onerdigi
Transpore™ test (Sekil 2), uygulamasi olduk¢a kolay ve sik kullanilan
yontemlerden birisidir (Scalia ve ark., 2006). Transpore™ bant, kuvartz kiivetler
iizerine yapistirlir ve 2.0 mg.cm™ formiilasyon homojen olarak yiizeye siiriiliir.
Uygulamadan sonra yaklagik 15 dakika kurumaya birakilir (Wissing ve Miiller,
2002). Transpore™ banti1 yapistirilmis referansa karsi, UV spektrofotometresi ile
290-400 nm araliginda spektrum alinarak analiz gerceklestirilir (Cengiz ve ark.,
2006). SPF’nin hesaplanmasi i¢in de benzer bir yontem kullanilir. Substrat
lizerine uygun miktarda preparat, homojen olarak uygulanir. Preparat {izerinden
gecen UV  enerjisindeki azalmalar, o6zel spektrofotometreler ve bilgisayar
yazilimlar1 kullanilarak degerlendirilir; in vivo sonuglara ¢ok yakin in vitro SPF
degerlerini verir (Pissavini ve Ferrero, 2004).

~F

UV kaydedici Kuvartz kiivet

UV radyasyon

Transpore™ bant kaynagi
+

Formiilasyon

Sekil 2. Transpore™ Test yonteminin sematik olarak gosterimi

In vitro bir diger yontem ise SUN TO SEE™ UV bantlari ile yapilan analizdir
(Cengiz ve ark., 2006). Bu bantlar, UV 1sinlarina maruz kaldiginda, 603 nm’de
maksimum absorbans veren mavi boya igerir. Yiiksek koruma faktorli
formiilasyonlar, daha az mavi boyanin olusmasina neden olur. 70-100 mg ornek,
3.8 em”’lik yiizeye uygulanir ve uygun bir lamba kullanilarak 90 dakika boyunca
30 cm uzakliktan UV 1ginlarina maruz birakilir. Bantlarin yiizeyinde kalan 6rnek
artiklar1 temizlenerek olusan boya alinir ve 2 mL asetonda c¢oziindiiriiliir.
Cozeltilerin 603 nm’de verdikleri absorbanslar karsilagtirilir (Wissing ve Miiller,
2001). Uygulamasi olduk¢a kolay bir yontem olmasina karsin, sadece
Almanya’da eczanelerde satis1i olan SUN TO SEE™ UV bantlari’nin iiretimi ve
satis1 2006 yilinda durdurulmustur.

In Vitro Deriden Gec¢is Derecesi - Franz Difiizyon Hiicresi

Gilines 1sinlarini siiziici madde formiilasyonlarinin cilde uygulandiktan sonra
olusturduklar1 penetrasyon dereceleri, in vitro olarak, Franz Difiizyon Hiicreleri
ile yapilan calismalarla analiz edilmektedir (Fernandeza ve ark., 2000;
Varvaresou, 2006). Bu yontemde, boliimler arasina yerlestirilen dokunun dermis
kisminda toplayict sivi, Stratum corneum kisminda ise etkin maddenin tasiyict
sistemi bulunmaktadir. Sicakligin sabit tutulmasi i¢in genellikle termal bir ceket
kullanilir. Toplayict sivida uygun miktar tayini analizleri gergeklestirilerek
penetrasyon derecesi saptanmaktadir. Bu calismalarda en ¢ok kullanilan membran
insan derisidir. Ancak, temini, calismaya hazirlanmasi ve saklanmasi zor ve
masraflidir. Bu nedenle insan derisi ile benzer 6zellikler gdsteren domuz kulagi ya
da yapay membranlar kullanilmaktadir (Gamer ve ark., 2000).
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Cinko Oksit

Fiziksel olarak giines 1sinlarini siiziici maddeler, UV 1ginlarin1 yansitarak veya
dagitarak etki gosterir. Fiziksel slizge¢ olarak en ¢ok kullanilan maddelerden
birisi olan ¢inko oksitin UV 1sinlarin1 yansitma 6zelligi ¢ok uzun yillardan beri
bilinmektedir (Levy, 2001; Wolf ve ark., 2001a).

Cinko oksit dogada kendiliginden olusmaz; ¢ok yaygin olarak bulunan ¢inkodan
elde edilir. Ham ¢inko, genellikle, siilfiir, kursun, demir, bakir, arsenik ve civa
gibi diger metalleri de igerir. Cinkodaki safsizliklar, genellikle, distilasyon
yontemi kullanilarak oOnlenir. Cinko oksit, ¢esitli ¢inko tuzlar1 kullanilarak
tiretilebilir. Bu yontemlerde, tiriiniin safligi, kullanilan tuzlarin safligina ve ¢inko
oksit kristallerinin {riinlerle girdigi reaksiyonlardan ne kadar iyi ayrildigina
baglidir. Genellikle, aluminyum, sodyum ve siilfat gibi baz1 safsizliklar ¢inko
oksit ile birlikte kalir (Mitchnick, 1998).

Cinko oksit, kokusuz, tatsiz, yanici olmayan, beyaz ya da sarims1 ve amorf yapida
tozdur. Giinesten koruyucu iriinlerde kullanilan mikronize ¢inko oksit tozlarinin
ortalama parcgacik biiyiikligii 0.2 pm veya daha azdir (Anderson ve ark., 1997).
Erime derecesi 1975°C, yogunlugu 5.47 g.cm™’dir. Su ve etanolde ¢oziiniirligi
yok denecek kadar azdir. Seyreltik mineral asitlerde ve alkali hidroksitlerde
¢Oziiniir. Glinesten koruyucu irlinlerde % 25 oranina kadar kullanilabilir
(SCCNEFP, 2003).

Cinko oksit, yaklasik 2.0 olan yiiksek kirilma indisine sahiptir. Bir maddenin
kirllma indisi onun karakteristik ozelligidir ve degistirilemez; ancak, etkisi
azaltilabilir. Bunu yapmanin bir yolu, madde ile benzer kirilma indisi olan
dagilma ortami kullanmaktir. Bir diger yol da, pargacik biiyiikliiglinii
degistirmektir (Fairhurst ve Mitchnick, 1997). Opaklik, kirilma veya absorbsiyon
ile 151k gecirgenligini engelleme yetenegidir. Cinko oksit kristallerinin yiizeyi
goriiniir 15181 etkin sekilde yansitir. Bu yiizden, daha fazla sayida yiizey, daha ¢ok
15181n yansimasi anlamina gelir. Bu diislince ile, kiiclik partikiiller daha fazla
ylizey alanina sahip olduklari i¢in, daha fazla 151k kiracaktir. Ancak, bu tamamen
dogru degildir. Cinko oksitin goriinlir 1siktaki opakligi, 0.25 pum pargacik
biiylikliigiinde maksimum diizeye ¢ikar. 0.25 um’den daha diisiik olan pargaciklar
biiyliklere oranla aslinda daha fazla 151k gegirir. Bunun sebebi, 0.25 pm’den ufak
pargaciklarin artitk sadece 15181 geri yansitmamalari; ayrica, 15181 her yone
dagitmalaridir. 0.1 pm’nin altindaki pargacik biiyiikliiklerinde UV isinlarindan
koruma oOzelligi azalmaya baslar. Bu ufak parcaciklardan, formiilasyona
baslamadan Once ya da daha sonra agregatlar olusabilir. Agregatlarin son
biiyiikliiklerine gére UV 1sinlarini siizme 6zelligi de degisir (Mitchnick, 1998).

1927 yilinda, George Stutz, 370 nm’nin altindaki opakligin, pratik olarak hi¢ 151k
yansitilmadan, sadece absorbsiyon giiclinden dolayr oldugunu belirtmistir
(Anderson ve ark., 1997). Etki mekanizmas1 absorbsiyon oldugu icin, saydam
cinko oksit formiilasyonlar1 ile UV radyasyonun etkisi azaltilabilir. UV 1gmlarimi
absorbe edici etkisinden dolayi, kimyasal gilinesten koruyucular ile benzerlik
gosterir (Maier ve Korting, 2005). Cinko oksit, UVB araliginda titanyum dioksit
kadar genis spektrumlu bir koruma saglayamamakta, ancak UVA araliginda ¢ok
daha etkili olmaktadir. Bu nedenle, ¢ogu durumda, iki madde birlikte
formiilasyona sokulmaktadir (Kullavanijaya ve Lim, 2005).
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Cinko oksitin bebek yaglarindan makyaj iiriinlerine kadar ¢ok genis kullanim
alan1 olmasi, giinesten koruyucularin formiilasyonuna girmesinde herhangi bir
zorlugun c¢ikmamasit gerektigini diisiindiirebilir. Cinko oksitin diger giinesten
koruyucularla birlikte formiilasyonunda bir zorluk yoktur.

Kozmetik alanda, noniyonik, anyonik ve katyonik olmak iizere {i¢ sinif emiilsiyon
yapict gbze carpar. Cinko oksit, biitlin noniyonik emiilsiyon yapicilarla
uyumludur. Etoksilatlar, sukroz esterleri ve amin oksitlerle bile hicbir gii¢liik
olmadan kullanilabilir. Anyonik emiilsiyon yapicilar daha karmasik bir durum
sergiler. En popiiler anyonikler stearat sabunlaridir. Stearik asit, trietanolamin,
sodyum hidroksit, potasyum hidroksit ya da diger aminlerle nétralize olabilir.
Olusan emiilsiyon yapici, son derece hidrofilik ve miikemmeldir. Eger, ¢inko
oksit, stearik asit igeren bir emiilsiyonun icine eklenirse, ¢ok az miktarda ¢inko
stearat olugur. Bu durum, Y/S emiilsiyonunun kararliligin1 disiiriir. Diger yandan,
YEM olarak boraks ile olusturulmus Y/S emiilsiyonuna ¢inko oksitin eklenmesi
hicbir kararlilik sorununa neden olmaz. Notralize olmayan diger anyonik
emiilsiyon yapicilar kullanilabilir. Bu smifa iyi bir 6rnek olarak DEA-setilfosfat
verilebilir. Katyonik emiilsiyon yapicilar ¢ok nadir kullanilir. Eger kullanilacak
ise, ¢cinko oksit ile uyumlu oldugunu bilmek gereklidir (Mitchnick, 1998).

Giliniimiizde, giinesten koruyucu preparatlarin sudan etkilenmesi istenmez. Bu
yilizden, hidrofilik emiilsiyon yapicilar olabildigince az kullanilir. Cinko oksit,
titanyum dioksitten ¢ok daha hidrofilik yapiya sahiptir. Bu nedenle, yagl fazda
tutulmasi titanyum dioksite gore daha zordur (Anderson ve ark., 1997). Yagh
fazda hidrofilik emiilsiyon yapicilar kullanildiginda, emiilsiyon olusturmadan
once, ¢inko oksit sicak yagl fazda disperse edilebilir. Her durumda, emiilsiyon
homojenize edilmelidir. Koruyucularla da hi¢bir uyumsuzluk gozlenmemistir.
Aslinda, ¢inko oksitin kendisi koruyucu gibi davranir (Mitchnick, 1998).

5 disi ve 5 erkek fareye akut dermal toksisite testi uygulanmig ve 14 giin boyunca
izlenmistir. Deney boyunca higbir klinik toksisite gdzlenmemis ve farelerde 6liim
olmamistir. Bu ¢alismada, ¢inko oksitin tek doz dermal uygulamadan sonra toksik
olmadig1 bulunmustur (SCCNFP, 2003). Tekrarlanan dozlarda dermal toksisitesi
hakkinda ise bilgi yoktur. Cinko oksitin deride olusturdugu tahrisi incelemek igin
3 erkek tavsan kullanilmis, teste baslamadan 24 saat dnce uygulama yapilacak
bolge tiras edilmistir. Cinko oksit, distile suda 1:1 (a/a) oraninda siispande edilmis
ve 0.5 mL 6rnek uygulanarak 4 saat beklenmistir. Yamanin ¢ikarilmasindan 1, 24,
48 ve 72 saat sonra deri gozlenmis ve hicbir irritasyonun olmadigi goriilmiistiir.
Tekrarlanan yama testinde de, tavsan, domuz, sican gibi farkli hayvanlar
denenmis ve ayni sekilde irritasyon goriilmemistir. (Guy ve ark., 1999; SCCNFP,
2003).

Cinko oksit, siddetle 1sitilinca sar1 renk alir; bu renk sogutulunca kaybolur.
Seyreltik hidroklorik asitteki ¢ozeltisi, asitin fazlasi nétralize edildikten sonra
cinkonun karakteristik reaksiyonlarin1 verir. Siddetle sabit agirliga kadar
yakildiginda, agirhiginin % 1.0’indan fazlasim1 kaybetmez. Miktar tayini
yonteminde, tam tartilmig yaklasik 1.5 g madde ve 2.5 g amonyum kloriir, 50 mL
hidroklorik asitte eritilir. Asitin fazlasi, belirteg olarak metil oranj kullanilarak
sodyum hidroksit ile titre edilir. Titrasyon sonucunda, 1 mL hidroklorik asit,
40.68 mg cinko oksite karsilik gelir (Tiirk Kodeksi, 1974).
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Oktosrilen

Kimyasal ismi, 2-etilhekzil 2-siyano-3,3-difenil akrilat olan oktosrilen molekiilii
(Sekil 3), cok iyi koruma potansiyeline sahip organik UVB siizgecidir.
Difenilsiyanoakrilat ve 2-etilhekzanol’iin yogusmasi ile olugsmus esterdir
(Levy, 2001). Amerika ve Avrupa’da, giinesten koruyucu iiriinlerde maksimum
kullanim konsantrasyonu % 10°dur (Salvador ve Chisvert, 2005).

O o
O

Sekil 3. 2-etilhekzil 2-siyano-3,3-difenil akrilat (Simeoni ve ark., 2005)

O—(H)—CH-(CHZ)B-CH3
2 CH,-CH,

Saydam ve soluk sarimsi renkte kivamli bir stvidir. Molekiiliin akrilat kisimlarimin
uzun yapisi, UV 1sinlarint absorbe eder ve gilines 1sinlarinin zararl etkilerine karsi
deriyi korur. Maksimum absorbans verdigi dalga boyu 303 nm’dir. Yapisindaki
etil hekzanol kismi, yaglh alkoldiir; molekiile nemlendirici ve yagimsi1 6zellik
kazandirir. Oktosrilen, lipofilik ve kimyasal olarak dayanikli bir bilesiktir. Suda
¢Oziiniirliigli yoktur. Bu yiizden sudan etkilenmesi istenmeyen giinesten koruyucu
preparatlar i¢in miikemmel bir UV siizgecidir. Metanol, etil asetat ve toluende
¢Oziiniir. Kaynama noktasi, 1.5 mmHg basingta, 218°C; donma noktas1 -10°C ve
kirilma indisi 20°C’ta 1.561-1.571 araligindadir. Molekiil agirhig1 361.5 g.mol™ ve
yogunlugu 1.05 g.cm™dir (Merck, 2003; USP, 2000). Uretiminden itibaren
acilmamis kabinda 24 aylik raf Omriine sahiptir. 25°C’in altinda ve sikica
kapatilmis kaplarda saklanir (DMS, 2004).

Oktosrilenin kati UV siizgegleri i¢in ¢ok iyi tasiyict ve ¢ozme Ozelligi vardir.
Oktosrilende, avobenzonun (biitil metoksidibenzoil metan) ¢oziiniirliigii % 22,
benzofenon-3’lin % 27 ve 4-metilbenziliden kafurun ise % 30’dur. Yapilarindaki
benzerlikten dolayi, genellikle, sinnamatlar ile birlikte kullanilir. Fotokararlilig
son derece iyidir; bu yiizden avobenzon gibi yapilarla birlikte formiile edilerek
fotokararlilig1 arttirici ajan olarak da kullanilir. Genellikle, kozmetik preparatlarda
kullanilan diger bilesenler ile uyumludur. Uygulama alanlar arasinda, giinesten
koruyucular, bebek bakim, giinliik cilt bakim ve dekoratif kozmetik iirlinleri
sayilabilir (http-2).

Son yillarda, oktosrilenin ticari giinesten koruyucu preparatlardaki kullanimi
oldukca artmistir. Kullanim alaninin daha da genislemesi i¢in, bu maddenin
toksikolojik ozelliklerinin de bilinmesi gereklidir. Giiniimiize kadar yapilmis
caligmalar, subkronik toksisite, gelisim asamasi ile ilgili toksisite ve in vitro
genotoksik potansiyelini degerlendirmistir. Subkronik calismada, erkek ve disi
Yeni Zelanda tavsanlari kullanilmis, 13 hafta boyunca giinde 534 mgkg”
dozunda topikal olarak uygulanmistir. Deride az da olsa tahris goriilmiistiir.
In vitro genotoksisite ¢alismalar1 i¢in hamster’larin yumurtalikliklar kullanilmus
ve genotoksik bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (Odio ve ark., 1994). Tavsanlar
tizerinde yapilan ¢alismalarda, g6z irritasyon testi sonucunda tahrig goériilmemistir.
Bakteriyel mutajenite icin Ames-Test yapilmis ve mutajenik aktivite belirtisi
gozlenmemistir. Akut zehirlilik ¢alismasi i¢in sicanlara oral olarak uygulanmis ve
LDsy>67000 mg.kg" olarak bulunmustur (Merck, 2003).
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Koruyucu o6zelligini incelemek i¢in yapilan bir calismada, oktosrilen,
4-metilbenziliden kafur ve etilhekzil metoksisinnamat farkli tastyicilar
kullanilarak % 2 oraninda hazirlanmis (Sekil 4), SPF degerleri in vitro
yontemlerle hesaplanip karsilastirilmistir (http-2).

10
g i oktosrilen
6 M 4-metilbenziliden kafur
29
& M etilhekzil metoksisinnamat
4
2
0

mineral yag oktilpalmitat  oktildodekanol

Tastyicilar
Sekil 4. Farkh tasiyicilar kullanilarak % 2 oraninda hazirlanan 3 farkh ultraviyole
siizgecinin giinesten koruma faktorleri (http-2)

Oktosrilenin taninma reaksiyonu i¢in bir ¢ok yontem kullanilabilir (Salvador ve
Chisvert, 2005). USP24’te, taninma reaksiyonu i¢in UV absorpsiyon yontemi
kullanilmistir.  Agirhigr bilinen oktosrilen standarti asetonda ¢oziindiiriiliir.
Seyreltme yapilarak 21 mg.mL™ konsantrasyonda standart ¢ozelti hazirlanir.
Taninma c¢ozeltisi hazirlamak igin, 2.1 g tam tartilan oktosrilen 100 mL’ye
asetonla tamamlanir. Kromatografik sistem olarak alev iyonizasyon dedektori ile
gaz kromatografisi kullanilir. 0.25 um Gl1 filmi ile kaplanmisg 0.32 mm x 60 m
kolon ve tasiyici gaz olarak 6 mL.dk”' hizinda helyum kullamlir. Oncelikle,
kolonun sicakligi 80°C’a ayarlanir, enjeksiyon sonrasinda sicaklik 4°C.dk™ hizda
280°C oluncaya kadar arttirtlir ve 280°C’ta 10 dakika sabit tutulur. Enjeksiyon
port sicakligit ve dedektor 300°C’a ayarlanir. Oktosrilen ve diger piklerin
arasindaki ayrim 1’den kiiciik olmamali ve tekrarlanan enjeksiyonlarda bagil
standart sapma % 2’den biiyiik olmamalidir. Islem sirasinda, standart ¢ozelti ve
taninma ¢ozeltisi, ayr1 ayri, yaklasik 1 pL’lik esit hacimlerde enjekte edilir ve
kromatogramlar kaydedilir. Ana piklerin cevaplar1 kullanilarak, oktosrilen miktari
mg olarak hesaplanir (USP, 2000).

Oktosrilenin de i¢inde bulundugu giinesten koruyucu bir preparatta yapilan miktar
tayini ¢alismasi i¢in, HPLC kullanilmistir. Pargacik biiyiikliigli 5 pum olan,
250 mm x 4.6 mm Hypersil BDS RP-C;g kolon ile ¢alisilmis ve hareketli faz
olarak 1.5 mL.dk™" akis hizinda 90:10 (h/h) metanol:asetonitril karigimi sisteme
verilmigtir. Hareketli faz kullanilarak hazirlanan 10-100 pM konsantrasyon
araligindaki oktosrilen ¢ozeltilerinden, 313 nm dalga boyunda kalibrasyon egrisi
cikarilmis ve yontem validasyonu yapilmistir. Enjekte edilen 6rnek ¢ozeltisinde
oktosrilenin gerikazanim orant % 99-103 araliginda bulunmustur (Smyrniotakis
ve Archontaki, 2004).

Oktosrilen igeren bir bagka giinesten koruyucu preparatta yapilan ayirim
calismasinda ise, 5 pum pargacik biyiikligi olan 150 mm x 4.6 mm Zorbax
SB-CN kolon tercih edilmis ve hareketli faz olarak 1 mL.dk" akis hizinda,
40:10:10:40 hacim oraninda metanol:asetonitril:tetrahidrofuran:su karigimi
kullanilmistir. 100 mg tam tartilan preparat 50 mL’ye metanol ile tamamlanmis ve
ultrasonik banyoda ¢6ziinme gerceklestirilmistir. 0.45 pm’lik membran siizgecten
stiziilmiis ve HPLC ile analiz edilmistir (Simeoni ve ark., 2005).
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Kat1 Lipit Nanopartikiiller

1990’larin basinda, emiilsiyonlara, lipozomlara ve nanopartikiillere alternatif
tagtyict sistem olarak, polimerler ve makromolekiillerden {iretilen SLN’ler
(Solid Lipid Nanoparticles) gelistirilmistir (Miiller ve ark., 2002). Diger
nanopartikiillere benzer olarak, kontrollii salim saglayan ve kullanilan etkin
maddelerin bozunmasini Onleyen kati matrisleri vardir. SLN’nin matrisi oda
sicakliginda kati halde bulunan lipitlerden olusur (Mihlen ve ark., 1998;
Miiller ve Wissing, 2002).

SLN’ler, konvensiyonel dozaj sekillerinin {stlinlikklerini biraraya getiren, ayni
zamanda da bilinen sakincalarini 6nleyen sistemlerdir (Wissing ve Miiller, 2003).

SLN’lerin ustinlikleri:

Etkin madde hedeflendirmesi ve kontrollii salimin ger¢eklesmesi,
Arttirllmis ilag kararhiligy,

Yiiksek oranda etkin madde yiiklenmesi,

Hidrofilik ve lipofilik etkin maddelerin uyum i¢inde birarada verilebilmesi,
Tas1yicinin biyotoksik olmamasi,

Biiyiik 6l¢ekli iiretim ve sterilizasyonunda problem olmamasi,

Organik ¢o6ziicli igermemesi (Mehnert ve Méder, 2001).

SLN’ler, baslangicta, intravendz uygulamalar i¢in gelistirilmis, daha sonra oral
dozaj sekillerinde de kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda ise, ilgi SLN’lerin
hem farmasotik hem de kozmetik amagh topik kullanimlarinda yogunlagsmistir
(Liu ve ark., 2007). Diinya genelinde tescillenmis ismi SLN® ve topik
uygulamalar i¢in Lipopearls™”diir (Miiller ve Wissing, 2002).

Topik uygulamalar i¢in, SLN’de, farmasotik ve kozmetik amacgli ¢ok farkll ve
cesitli etkin maddeler kullanilmistir. Ayrica, krem ve jel gibi tasiyici sistemlerle
birlestirilerek, fiziksel kararlilik, etkin madde yiiklenmesi ve salim 6zellikleri gibi,
partikiillerin karakterizasyon ve uyum c¢alismalar1 yapilmig; bu yapilarla
etkilesimleri incelenmistir (Miiller ve Wissing, 2002).

Uzun yillardir, biiyiik lipit partikiiller oral sistemlerde pelletler seklinde
kullanilmigtir. Buna 6rnek olarak, Boehringer Ingelheim (Almanya) tarafindan
iiretilen Mucosolvan® adli iiriin verilebir. ilerleyen yillarda, lipit mikropartikiiller
ve puskiirterek kurutma yontemi gibi gelistirilme teknikleri de tanimlanmistir.
Lipit partikiiller i¢in bir sonraki gelisim asamasi Speiser tarafindan oral
uygulamalar i¢in gelistirilmis olan lipit nanopartikiillerdir (Demirel ve Yazan,
2000). Eritilmis lipitler sulu YEM c¢ozeltisi iginde bir karistirict ile disperse edilir.
Benzer bir sistem de, Domb tarafindan, Lipopearls® i¢in tanimlanmistir. Ancak,
diisiik enerjili dispersiyon teknigi kullanmanin sakincasi, ultra ince nanopartikiil
iiriin elde etmek icin yiiksek YEM konsantrasyonlarina ihtiya¢c duyulmasidir
(Miiller ve Wissing, 2002). Bir diger problem de, bitmis iiriiniin mikropartikiil
yapilarindan arindirilmasinin zorlugudur. Bu durum, 6zellikle inravendz kullanim
icin {iretilmis sistemlerde Onemlidir. Bu sorunun ¢oziimii i¢in, yiksek YEM
konsantrasyonuna sahip kendiliginden emiilsiyon olusan sistemler hazirlanmis;
ama yine nanopartikiil ve mikropartikiillerin bir karigimi elde edilmistir
(Miiller ve ark., 1995).
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Hazirlama Yontemleri

SLN’lerin genel bilesenleri, kati lipitler, YEM’ler ve sudur. Buradaki lipit,
trigliseritleri (tristearin), kismi gliseritleri (Imwitor"), yag asitlerini (stearik asit),
steroitleri (kolesterol) ve mumlar1 (setil palmitat) kapsar (Mehnert ve Méder,
2001). Her cesit YEM, lipit dispersiyonunda kullanilabilir. YEM’lerin birarada
kullanilmasi, partikiillerin aglomere olmalarin1 engellemede daha etkilidir
(Wissing ve ark., 2004).

SLN’lerin ¢ok belirgin bir iistiinliigli de lipit matrisin akut ve kronik toksisite
riskini azaltan fizyolojik lipitlerden olusmasidir (Lippacher ve ark., 2002).
Uygulama sekline bakilarak, YEM se¢imi, paranteral uygulamalarda ¢ok daha
sinirlidir (Mehnert ve Mader, 2001).

Ufak partikiil biiyiikliigiine sahip ve mikropartikiil igerigi en az olan homojen
iiriin elde etmek i¢in, yiiksek basingli homojenizasyon yoOntemi gelistirilmistir.
% 1 gibi diisik YEM konsantrasyonlar1 kullanarak, intravendz uygulamalar i¢in
bile kullanilabilecek yiiksek konsantrasyonlarda SLN dispersiyonlar1 (% 20-30)
elde edilebilmistir (Miiller ve Wissing, 2002).

Yiiksek Akisli Homojenizasyon ve Ultrason Yontemi

Yiiksek akisli homojenizasyon ve ultrason, SLN’lerin iiretiminde ilk kullanilan
dagitma teknikleridir (Miiller ve ark., 2000). Her iki yontem de yaygin ve kolaydir;
ancak, dispersiyon icinde bazen mikropartikiiller goriilebilir. Eger ultrason
kullanilacaksa, metal kontaminasyonu da gdéz Oniinde tutulmalidir (Mehnert ve
Mider, 2001).

Ahlin ve arkadaslar1 (Ahlin ve ark., 1998), Lak Tek rotor-stator homojenizator
(Omni International, Gainesville, Amerika) kullanarak, eritme-emiilsiyon
olusturma yontemi ile SLN iretmislerdir. Emiilsiyon olusturma zamani,
karistirma oram1 ve sogutma kosullar1 gibi degisik iiretim parametrelerinin,
parcacik biiyiikligi ve zeta potansiyele olan etkilerini incelemislerdir.
Bu ¢alismada kullanilan lipitler, trimiristin (Dynasan® 114), tripalmitin (Dynasan®
116), tristearin (Dynasan” 118), mono-, di- ve trigliseritlerin karisimi (Witepsol®”
W35, Witepsol® H35) ve gliserol behenat’tir (Compritol® 888 ATO). Sterik
stabilizator olarak da Poloksamer® 188 (% 0.5) kullamlmustir. Yapilan
¢alismalarda, en iyi sonuglar, Witepsol® W35 dispersiyonu i¢in 20000 rpm’de
8 dakika karistirma ve 10 dakika oda sicakliginda 5000 rpm’de karistirarak
sogutma uygulandiginda elde edilmistir. Buna karsin, Dynasan® 116 dispersiyonu
icin en iyi kosullar, 10 dakika 25000 rpm’de emiilsiyon olusturma ve 5 dakika
5000 rpm’de soguk su (16°C) i¢inde sogutma olarak bulunmustur. Yiksek
karigtirma oranlar1 pargacik biiyiikliigiinde ¢ok biiyiik bir degisiklik yaratmamus;
ancak, polidisperslik indisinin arttig1 gézlenmistir. Optimum emiilsiyon olugturma
ve sogutma kosullarindan genel bir kural ¢ikarilamamis; ¢cogu durumda pargacik
biiytikliigii 100-200 nm araliginda elde edilmistir (Mehnert ve Méder, 2001).

Yiiksek Basin¢cli Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basinglt homojenizasyon, SLN’lerin hazirlanmasinda giivenilir ve kararli
bir yontemdir. Parenteral uygulama i¢in nanoemiilsiyon hazirlanmasinda
kullanilmigtir. Diger yontemlere gore, dlcek yiikseltme ¢cogu durumda problem
olusturmamistir (Miihlen ve ark., 1998).
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Yiiksek basingli homojenizatorler, siviyr 100-2000 bar’lik yiiksek basingla birkag
pum araliginda dar bir gegitten iterler. Sisteme uygulanan sivi, ¢ok kisa bir aralikta
1000 km.sn™"’lik yiiksek bir hiza ulasir. Yiiksek kayma gerilimi ve uygulanan
kuvvet, partikiil biiytikliigi dagilimini 1 um’nin altina diistiriir. SLN’lerde lipit
icerigi genellikle % 5-10°dur ve homojenizator igin bir problem olusturmaz.
Yiiksek lipit konsantrasyonlarinda bile, lipit nanodispersiyonlari elde etmek
miimkiindiir (Lippacher ve ark., 2000).

SLN’lerin {iiretimi i¢in sicak ve soguk homojenizasyon olmak {izere, iki genel
homojenizasyon yontemi (Sekil 5) kullanilabilir. Her iki durumda da lipit eriyigi
icinde etkin maddenin ¢6ziinmesi ya da disperse olmasi s6z konusudur (Miihlen
ve ark., 1998; Miiller ve ark., 2000).

Sicak Homojenizasyon Yontemi

Sicak homojenizasyon, lipitin erime noktasinin lizerinde gergeklesir ve bu yiizden
emiilsiyonun homojenizasyonu olarak da sayilabilir (Mehnert ve Méder, 2001).
Etkin madde yiiklii lipit eriyinin On-emiilsiyonu ve YEM iceren sulu faz ile
birlikte hazirlanir. On-emiilsiyonun yiiksek basingli homojenizasyonu lipitin
erime noktasinin iizerinde gergeklesir. Genellikle 500-1500 bar basing ve
3-5 homojenizasyon devri yeterlidir (Miiller ve ark., 2002).

Etkin madde, erime noktasinin 5-10°C {izerine getirilmis lipit igerisinde
¢cOziindiiriiliir ya da dagitilir. Daha sonra karigim, aymi sicakliktaki sulu YEM
cozeltisi ile yiiksek devirli bir karistirict (Ultra-Turrax) kullanilarak disperse edilir
ve On-emiilsiyon elde edilir (Lippacher ve ark., 2002). Olusan 6n-emiilsiyonun
kalitesi bitmis iirlinlin kalitesini etkiler ve birka¢ pm boyut araliginda damlaciklar
elde edilmesi istenilir. On-emiilsiyon Micron Lab 40 (APV Deutschland GmbH,
Almanya) gibi piston-aralikli bir homojenizatoér kullanilarak, erime noktasinin
tizerinde homojenize edilir. Genellikle, yiliksek sicakliklar, i¢ fazin diisen
viskozitesinden dolay1, daha kii¢lik parg¢acik boyutu elde edilmesini saglar. Ayni
zamanda, yliksek sicaklik, etkin maddenin tasiyici icindeki parcalanma oranini da
arttirabilir (Miiller ve Wissing, 2002). Homojenizasyon basamagi bir ¢ok kez
tekrar edilebilir. Yiiksek basin¢li homojenizasyonda 6rnek sicakliginin, yaklasik
olarak 500 bar i¢in 10°C arttig1 unutulmamalidir. Homojenizasyon basincini ya da
devir sayisimni arttirmak, genellikle, parcacik biiyiikliiglinlin artmasina yol acgar.
Bunun sebebi, partikiillerin yiiksek kinetik enerjilerinden dolay1 olusan partikiil
birlesmeleridir (Schwarz ve ark., 1994).

Sicak homojenizasyon teknigi i¢in kullanilan {iretim parametreleri, genellikle,
500-1500 bar basing, 3-5 devir ve sicaklik olarak 60-90°C araligidir (Siekmann ve
Westesen, 1994). Genel olarak, suda ¢oziinmeyen, lipofilik ve sicakliga dayanikli
olan maddeler i¢in uygun bir yontemdir. Sicak homojenizasyon teknigi
kullanildiginda, hidrofilik etkin maddeler sulu faza geger. Bu sebeple, soguk
homojenizasyon yontemi uygulanmalidir (Wissing ve ark., 2001).

Sicak homojenizasyon basamagindan sonra elde edilen ilk drlin  bir
nanoemiilsiyondur. Ancak, bu durum lipitin s1v1 haline gore degisir (Lippacher ve
ark., 2002). Formiilasyonu, oda sicakligina ya da oda sicakliginin altina sogutma
ile kati partikiillerin olusmas1 beklenir. Ufak pargacik biiyilikliglinden ve
YEM’lerden otiirti lipit kristalizasyonu gecikebilir ve 6rnek aylarca eriyik olarak
kalabilir (Mehnert ve Méder, 2001).
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SICAK HOMOJENIZASYON SOGUK HOMOJENIZASYON
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Sekil 5. Kat1 lipit nanopartikiiller icin sicak ve soguk homojenizasyon yontemleri

Soguk Homojenizasyon Yontemi

Soguk homojenizasyon, sicak homojenizasyon yonteminde karsilasilan ii¢ ana
problemi 6nlemek i¢in gelistirilmistir (Mehnert ve Méder, 2001):

o Sicakliga bagl etkin madde degradasyonu,

o Homojenizasyon sirasinda sulu fazdaki etkin madde dagilima,

o Bir¢ok modifikasyonlara ve/veya siiper sogutulmus eriyiklere sebep olan
nanoemiilsiyonun kristalizasyon basamaginin karmasiklig.

Ik hazirlama asamasi sicak homojenizasyon yéntemi ile aymdir ve etkin
maddenin eritilmis lipit icerisinde ¢oziinmesi ya da dagilmasi1 gereklidir. Ancak
daha sonraki basamaklar farklidir (Miller ve ark., 2000). Etkin madde igeren
eriyik kuru buz ya da siv1 azot kullanilarak hizli bir sekilde sogutulur. Yiiksek
sogutma orani, etkin maddenin lipit matris icinde homojen dagilmasini saglar.
Etkin madde igeren kati lipit, mikropartikiillere 6gitiiliir. Bilyali ya da havanda
ogiitiillen kat1 lipitlerden, 50-100 pm araliginda partikiiller elde edilir. Diisiik
sicaklik, lipitin = kirilganhigint  arttirir  ve  partikiiller ezilerek ufalanir.
Kati1 lipit mikropartikiiller soguk YEM c¢ozeltisi igerisinde disperse edilir.
Bu on-siispansiyona, oda sicakligi veya altinda yiiksek basingli homojenizasyon
uygulanir. Soguk homojenizasyonda, sicak homojenizasyona gore daha biiytlik
pargacik biiyiikliikleri ve daha genis bir boyut dagilimi gozlenir (Miiller ve ark.,
2002). Homojenizasyon sirasinda sicaklik artacagi i¢in, etkili bir sicaklik kontrolii
gereklidir. Soguk homojenizasyon yontemi, formiilasyonun sicakliga bagh
bozunmasini en aza indirir; ancak, ilk basamakta, etkin madde/lipit karigiminin
eritilmesi sebebiyle bunu tamamen Onleyemez (Demirel ve Yazan, 2000;
Kas, 2002).
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Coziicii Emiilsiyon Olusturma/Buharlasma Yontemi

Sjostrom ve Bergenstdhl (1992), nanopartikiil dispersiyonlar1 hazirlamak igin,
yag/su emiilsiyonlarinda ¢oktiirme yontemiyle iiretim tanimlamiglardir. Lipofilik
madde, su ile karismayan siklohekzan gibi organik ¢oziiclide ¢oziindiiriiliir ve sulu
faz ile emiilsiyon olusturulur. Nanopartikiil dispersiyonu, ¢oziiciiniin
buharlastirilmas1 sirasinda, sulu ortamda lipitin ¢okmesi ile olusur. Kolesterol
asetat ve YEM olarak lesitin/sodyum glikokolat karisimi kullanilip elde edilen
partikiillerin ortalama c¢ap1 25 nm olarak bulunmustur. Bu sonuglarin
terarlanabilirligi Siekmann ve Westesen (1996) tarafindan dogrulanmistir. Uygun
ekipmanla, Sjostrom’iin (Sjostrom ve Bergenstahl, 1992) yoOntemine gore
hazirlanan kolesterol asetat nanopartikiillerinin ortalama parcacik biyiikliikleri
29 nm olarak bulunmustur. Siekmann ve Westesen (1996), trigliseriti kloroformda
cOzerek tripalmitin nanopartikiilleri hazirlamistir. Bu ¢ozelti yiiksek basingh
homojenizasyon ile sulu fazla emiilsiyon haline getirilmis ve organik ¢oziicii
40-60 mbar’lik diisiik basingta buharlastirma ile emiilsiyondan uzaklastirilmistir.
Ortalama parcacik biiyiikliigii, lesitin/Y.YEM karisimina bagli olarak, 30-100 nm
araliginda bulunmustur (Miiller ve ark., 2000).

Bu kadar ufak parcacik biiyliklik dagilimlar, eriterek emiilsiyon olusturma
yontemi ile gerceklestirilemez. Ortalama pargacik biiyiikliigii, organik fazdaki
lipitin konsantrasyonu ile ilgilidir. Cok ufak partikiiller, sadece organik ¢dziicii ile
ilgili olarak % 5’lik diisiik yag yiiklemesi ile elde edilebilir. Lipit miktarinin
artmasi ile homojenizasyonun etkinligi diiser. Bunun sebebi, disperse edilmis
fazin yiiksek viskozitesidir. Bu yontemin soguk homojenizasyon yontemine gore
Ustiinliigii, termal etki olmamasidir; ancak, organik ¢oziicii kullanilmasi da
yontemin olumsuz yoniidiir (Mehnert ve Méder, 2001).

Mikroemiilsiyon Yontemi

Gasco ve arkadaslari, mikroemiilsiyonun seyreltilmesine dayanan SLN hazirlama
teknigi gelistirmistir (Miiller ve ark., 2000). Hazirlama, optik olarak saydam
emiilsiyonun 65-70°C’ta karistirilmasi ile gergeklestirilir. Genellikle, diisiik erime
derecesine sahip stearik asit gibi yagh asitler, YEM, Y.YEM ve su kullanilir.
Sicak mikroemiilsiyon 2-3°C’taki soguk suda karistirilarak disperse edilir. Sicak
mikroemiilsiyonun soguk suya hacim olarak orani, genellikle, 1:25 ve 1:50
arasindadir. Mikroemiilsiyonun i¢inde damlacik yapisi olustugundan, submikron
pargacik biiyiikliigli elde etmek i¢in enerji gerekmez. Benzer bir ¢alisma ile Fessi,
polimer ¢dzetisini suda seyrelterek polimer partikiiller elde etmistir (De Labouret
ve ark., 1995). Fessi’ye gore, parcacik biiyilikliigli, dagilim asamasinin hizi
sayesinde gerceklesmistir. Nanopartikiiller, sadece, sulu fazda hizli sekilde
dagilan aseton gibi c¢oziiciilerle tiretilmistir. Asetonun polimer nanopartikiillerin
olusmasina yardimct olmast gibi, mikroemiilsiyonun hidrofilik yardimci
coziictileri de lipit nanopartikiillerin olusmasinda benzer rol oynar (Heydenreich
ve ark., 2003). Mikroemiilsiyonlarda, mikroemiilsiyonun bilesimine ek olarak
sicaklik degisimi ve pH degeri iiriin kalitesini etkiler. Yiiksek sicakliklar, hizli
lipit kristalizasyonunu kolaylastirir ve agregasyonu onler. Seyreltme asamasina
gore gerceklestirilebilen lipit igerigi, yliksek basingli homojenizasyon teknigi ile
hazirlanan formiilasyonlara gore daha diistiktiir (Mehnert ve Mader, 2001).
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Etkin Madde Yiiklenmesi

Etkin maddeler, hazirlanan lipit matris i¢inde, kat1 ¢dzelti halinde homojen olarak
disperse edilebilir; lipit kabuk tarafindan c¢evrelenerek c¢ekirdekte yogunlasabilir
ya da partikiil ylizeyinin yakininda toplanabilir (Sekil 6). SLN’lere etkin madde
yiiklenme kapasitesi, partikiil agirliginin yiizdesi olarak hesaplanir (Demirel ve
Yazan, 2000; Miiller ve ark., 2002).

etkin madde

lipit ¢ekirdek

etkin maddenin
lipit matris iginde
dispersiyonu

etkin madde
yiiklii kabuk

b.
lipit kabuk

Sekil 6. Kat1 lipit nanopartikiillere etkin madde yiiklenmesi
a. Etkin maddenin lipit matriste homojen dispersiyonu
b.Etkin maddenin cekirdekte yogunlagsmasi
c. Etkin maddenin yiizeyde veya yakininda toplanmasi

SLN’lere etkin madde yiikleme kapasitesine etki eden baslica faktdrler (Miiller ve
ark., 2000):

Etkin maddenin lipofilik yapisi,

Etkin maddenin erimis lipitteki ¢ozlinilirliigii ve karigabilirligi,
Kat1 lipit matrisin kimyasal ve fiziksel yapisi,

Lipit maddesinin polimorfik durumu.

Uygun lipit matris maddesi bulmak icin, lipitler etkin maddenin ¢dzlinme
kapasitesine gore incelenirler. Erimig lipitte etkin madde ¢oziiniirliiglinlin, kati
lipittekine gore c¢ok daha fazla olacagt unutulmamalidir. Eger, SLN
dispersiyonundaki etkin madde konsantrasyonu kati lipitin doyma noktasindan
yiiksek ise, sicak homojenizasyondan sonra sogutma ve solidifikasyon
asamalarinda etkin madde partikiillerden atilir ve SLN dispersiyonunda etkin
madde kristalleri gézlenir (Mehnert ve Méder, 2001).

Soguk homojenizasyon asamasinda, mikropartikiiller dagilir ve yeni ylizeyler
olusarak partikiillerin toplam yiizey alaninda artis meydana gelir. Yiizeydeki
hidrofilik etkin maddeler, dispersiyon ortaminda ¢dziiniir. Bu da, hidrofilik etkin
maddelerin hapsedilmesinde diislise neden olur. Bu durumu 6nlemek igin, su olan
dispersiyon ortami, Miglyol®, polietilen glikol (PEG) 400 veya 600 gibi hidrofilik
etkin maddeler i¢in diisiik ¢ozilniirliige sahip ortam ile degistirilebilir (Miiller ve
Wissing, 2002).

SLN’lere yiiklenen etkin madde orani, genellikle, lipitin % 1-10’u arasinda
degismektedir. Hidrofilik etkin maddelerde bu oran % 1’in altina diiser; ancak,
etkinligi fazla olan maddeler i¢in yeterli sayilabilir (Demirel ve Yazan, 2000).
Kullanilan kat1 lipit miktarindaki azalma, kontrollii salim 6zelliginin de
kaybolmasina sebep olur. SLN’yi olusturan lipitin kristal yapisi, ¢oziintirlik ile
ilgilidir. Kimyasal olarak miikemmel sirali ve tekdiize lipitler, etkin maddeyi
hapsetmeyecektir; ¢iinkii etkin madde molekiilleri, yag asit zincirleri, lipit lameli
ve sekilsiz kiimeler ile birlesir (Miiller ve Wissing, 2002).
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Etkin Madde Salinu

SLN’lerin salim profilleri genellikle iki asamalidir. Bagtaki hizli salimin ardindan,
uzatilmig etkin madde salimi ile ikinci bir faz meydana gelmektedir. Bu iki
asamali salimin siiresi ve sekli, matrisin yapisina, hazirlama yontemine, partikiil
biiylikliigiine, yliklenen etkin madde miktarina ve lipitin nanopartikiil i¢indeki
dagilimina bagl olarak degisir. Etkin madde, lipitte molekiiler diizeyde bile
dagilabilir; dis kabukta ya da partikiil icinde yogunlagmasi da miimkiin
olabilmektedir. Etkin madde dagilimma en ¢ok etki eden parametreler de,
ortalama homojenizasyon sicakligi, YEM’lerin konsantrasyonu ve kimyasal
yapisidir (Demirel ve Yazan, 2000).

Etkin madde yiiklenmesi ve buna bagli olarak farkli salim modelleri i¢in ti¢ farkli
model (Sekil 6) verilebilir (Miiller ve Wissing, 2002):

Model 1. Lipit ¢ekirdek, etkin madde ile doyurulmus kabuk
Model 2. Kat1 ¢ozelti
Model 3. Etkin madde yiiklenmis ¢ekirdek, lipit kabuk

Uretim parametrelerinin hassas sekilde ayarlanmasi ile, istenilen oranda etkin
madde, partikiiliin dis kabuguna yerlestirilebilir. Kabuktaki etkin maddenin bu
pargasi ilk doz olarak salinir. Dis kabukta olusan ekin madde ylizdesini en c¢ok,
YEM konsantrasyonu ve {iiretim sicakhigi etkiler. Uretim parametreleri
degistirilerek Model 1 ve Model 2 olusturulabilir (Miiller ve ark., 2000).

Model 1’de, etkin maddenin tamamen dis kabukta lokalizasyonu, birka¢ dakika
icinde patlama etkisi gibi hizli bir salima sebep olur (Miiller ve Wissing, 2002).
Etkin maddenin kabuk kisminda birikmesi, sivi yag damlasinin soguma islemi
sirasinda faz ayrimina ugramasindan dolayidir ve lipitin daha dnce ¢6kmesinden
dolay1 etkin maddesiz lipit ¢ekirdek olugur. Donma sirasinda, etkin maddeler sivi
lipitte lokalize olmaya baslar (Miiller ve ark., 2002).

Model 2’de ise, etkin maddenin partikiilin her yerinde kati ¢ozelti halinde
dagilimi bile kontrollii salim meydana getirir (Miiller ve Wissing, 2002). Model
2’deki gibi homojen dagilmis yap1 elde etmek icin, ya soguk homojenizasyon
yontemi ya da c¢ok lipofilik ozellikte etkin maddelerle sicak homojenizasyon
yontemi kullanir (Miiller ve ark., 2002). Soguk homojenizasyonda, mekanik
olarak dagitilmis lipitlerden, yiliksek basingli homojenizasyon ile, homojen
matrisler olusur. Sicak homojenizasyonda ise, sogutma islemi sirasinda sicak
nano-emiilsiyonda faz ayrimi olmamasi gereklidir (Miihlen ve Mehnert, 1998).

Model 3’teki gibi, etkin madde yiiklenmis ¢ekirdek ve lipit kabuk elde etmek igin,
etkin maddenin, sicak homojenizasyon yonteminden sonra sogutma asamasinda
kristallenmesi gerekmektedir (Miiller ve Wissing, 2002). Etkin madde lipitten
daha once ¢okmeye baslar ve kabuktaki etkin madde miktar1 giderek azalir. Bu
durumda, Fick’in difiizyon yasasina uygun olarak membran kontrollii salim
gerceklesir (Miiller ve ark., 2002).

Hazirlanan SLN formiilasyonunda, etkin madde yiiklenmesi ve salimiin her
zaman bahsedilen iic ideal model seklinden birisine uymasit beklenemez.
Bu durumda, modellerin birbiri ile igige oldugu dordiincii bir model tasarlanabilir
(Miiller ve ark., 2002).
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Topik Kullanim

SLN’ler, kolloidal tasiyici sistemler olarak parenteral, topik ve oral olmak iizere
cok genis kullanim alanina sahiptir (Radtke ve Miiller, 2000). Ufak pargacik
boyutlar1 sayesinde cilt ylizeyinde ince bir tabaka olusturur ve su baglama
kapasitesine bagli olarak deri neminde belirgin bir artis saglar (Sekil 7). Boylece,
etkin madde penetrasyonu ve etkinligi de artmis olur (Miiller ve Wissing, 2002).

su buharlagmasi

DERI

Sekil 7. Parcacik biiyiikliigiine bagh ince tabaka olusumu ve nem tutma o6zelligi

Sulu SLN dispersiyonlarinin topik kullanimi i¢in, genellikle, jel veya krem gibi
tastyict sistemler tercih edilir. Ancak, bu sistemlerde, diisiik SLN yiikleme
kapasitesi ve gecimsizlikler s6z konusudur. Ayrica, lipit yapida olusan
farkliliklarin, SLN’lerin saklanmasi sirasinda, etkin maddenin lipit matristen agiga
c¢ikmasina neden oldugu bilinmektedir. Topik formiilasyonlarda bu durum iki
sekilde onlenebilir (Cengiz, 2003):

. SLN dispersiyonlarinin krem formiilasyonlarina eklenmesi,

o Kati1 ve sivi lipitleri birarada kullanarak, kontrollii nano-yapida lipit matris
olusturulmasi (Radtke ve Miiller, 2002).

S1vi1 lipit eklenmesi, kristal lipit yapinin miikemmelligini bozarak, etkin maddenin
molekiiler veya amorf sekilde bulunabilecegi bolgeler olusturmasina olanak saglar
(Radtke ve Miiller, 2002). SLN’ler, yapilar1 sayesinde, kimyasal kararlilik
problemi olan maddeler i¢in ¢ok uygun tasiyicilardir. Bu durum, kozmetik
endiistrisinde kullanilan hidrofilik veya hidrofobik bir¢ok degerli ancak kararsiz
maddenin formiile edilebilmesi anlamina gelmektedir (Miiller ve ark., 1998;
Schiitt ve ark., 1998).

Giines 1s1nlarmni siiziicii maddelerin cilde penetre olarak yan etki olusturmasi, yeni
sistemlere olan gereksinimi bir kez daha kanitlamistir. Etkin madde yliklenmemis
SLN’lerin, beyaz renklerinden dolay1 pigment etkisi yarattiklari bulunmustur. Bu
sayede, kozmetik iirtinlerin goriiniimiinii degistirmek i¢in de kullanilabilmektedir.
SLN’ler kristal yapilarindan dolay: fiziksel giines 1sinlarini siiziicii maddeler gibi
davranir (Wissing ve Miiller, 2003). Giines 1sinlarini yansitict ve dagitici
etkilerinin saptanmasi ile, glines preparatlarinin formiilasyonunda kullanilmaya
baslanmistir (Cengiz, 2003). Yapilan ¢alismalarda da, pargacik yapilari sayesinde,
diger tasiyict sistemlerden daha etkili koruma sagladiklar belirlenmigtir (Miiller
ve Wissing, 2002). Ayrica, SLN’ler ile formiile edilen giines 1sinlarmi siiziicli
preparatlarin, UV 1sinlarina karsi sinerjik koruma etkisi sagladiklar1 saptanmigtir
(Liu ve ark., 2007). SLN’ler, yiiksek konsantrasyonlarda irritan olan maddeler ve
molekiiler giines 1s1nlarini siiziicii maddeler i¢in kontrollii salim saglayan etkin
tasiyici sistemler olarak da birgok iistiinlilk sunmaktadir. Bu sayede, ciddi yan
etkilere sebep olabilen gilines 1sinlarimi siiziicii maddelerin glinesten koruma
faktorleri degistirilmeden, konsantrasyonlarinin azaltilmasi ile daha etkili ve daha
giivenli formiilasyonlarin hazirlanmas1 miimkiindiir (Cengiz, 2003).
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Mikroemiilsiyonlar

Mikroemiilsiyonlar, yag, su, YEM ve Y.YEM karisimindan olusan, termodinamik
olarak kararli, optik olarak izotropik, tek faz goriiniimlii birbiri ile karismayan iki
stvinin olusturdugu saydam dispers sistemlerdir (Heuschkel ve ark., 2005; Klier
ve ark., 2000; Yazan, 2002a).

Mikroemiilsiyonlarin tanimi ilk kez Schulman tarafindan 1959’da yapilmistir
(Yazan, 2002a). Schulman (Hoar ve Schulman, 1943), calismasinda, sabun, su ve
hidrokarbon karisimina orta zincirli alkol ekleyerek, dort bilesenli sistemde
ylizeylerarasi negatif gerilim degerinin asilmasi ile mikroemiilsiyon olusumu
gerceklesmistir. Dolayisiyla, emiilsiyon spontan olarak olugmustur (Kreilgaard,
2002). Rosano ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada da, alkoliin arayiizeyden
difiize olarak su ve yag fazlarinda dagilmasi sonucu yiizeylerarasi gerilimin sifira
distigii veya yaklastigt bulunmustur (Yazan, 2002a). Bu durumun
gerceklesebilmesi i¢in, birim yiizeye belirli miktar YEM’in kullanilmasi
gereklidir ve bu miktar genellikle yiiksektir (Bhargava ve ark., 1987).

Mikroemiilsiyonlar her zaman dort bilesenli olmak zorunda degildir. Daha giincel
bir kuramda, esnek arayiizey goOriisii One silriilmistir. Bu goriise gore,
mikroemiilsiyonlar, su/yag/YEM iicliisliniin karistirilmasi ile olugsan agimsi biiyiik
halkalara, s1v1 kristallerin flizyonu sonucu ortaya ¢ikan karisik ve sivi bir yapiya
sahiptir. Ancak, flizyon, Y.YEM’in eklenmesiyle uyarilmaktadir (Yazan, 2002).

1960’larda, Adamson, Schulman’in yiizeylerarasi negatif etkilesme sonucu
mikroemiilsiyon olusumu teorisini kabul etmemis ve mikroemiilsiyon terimi
yerine miseller ¢ozelti veya sismis miseller tanimini ortaya atmistir (Bhargava ve
ark., 1987; Yasar, 2005). Bu goriisii, ikinci bir sistem varliginda non-kolloidal
fazin dengeye ulastigi yoniindeki calismasiyla desteklemis ve Schulman’in
calismalarindan yola c¢ikarak, Y.YEM eklenmesiyle damlacik biiyiikliigiiniin
azaldigimi gostermistir. Adamson’a gore, sistem saydamdir, ¢iinkii sismis
misellerin biiytikliigii goriiniir 15181n dalga boyundan kiigiiktiir (Atwood, 1992).

1970’lerde, Ekwall, Frieberg ve arkadaslari, mikroemiilsiyonlarin normal veya
ters misellerden olustugunu, yiizey geriliminin sifir oldugunu belirtmislerdir.
Bu nedenle de, gercek bir emiilsiyon sistemi gibi degerlendirilemeyecegini
gostermislerdir (Rosano ve ark., 1988; Atwood, 1992).

Rosff da, bu goriise benzer olarak, mikroemiilsiyonlarin fazlararasi denge veya
yilizey etkilesimi ile aciklanamayacagini belirtmistir (Bhargava ve ark., 1987).
Rosff’a gore, bir emiilsiyon sisteminin damlacik boyutu belirgin o6lgiide
distiiginde, i¢ fazlar bilinen anlamim1  kaybetmektedir. Dolayisiyla,
mikroemiilsiyon sisteminin yapisi faz dengesi ya da ylizey etkilesimi ile
aciklanamamaktadir (Bhargava ve ark., 1987; Yasar, 2005).

1980’lerden sonra, mikroemiilsiyonlar, birbirleriyle karismayan veya c¢ok sinirh
olarak karisarak, iki ayr1 faz olusturan iki siv1 ve bir YEM ya da YEM karisimlari
iceren; termodinamik olarak kararli; tek fazli, optik olarak izotropik; saydam veya
yar1 saydam, genellikle diisiikk viskoziteye sahip, akici sistemler olarak
tanimlanmistir (Deniz, 2001).

25



Bilesenler

Mikroemiilsiyon sistemleri, su, yag, noniyonik veya iyonik YEM ve kisa veya
orta zincirli alkol, poliol veya organik asit gibi Y.YEM’den olusmaktadir.
Maddelerin birbirine orani1 ve yapilari, siirekli fazin yag veya su olmasi ile
yakindan ilgilidir (Atwood, 1992; Yazan, 2002a).

Mikroemiilsiyonlarin sulu fazi, yalnizca sudan ibaret olmayabilir. Suda ¢oziinen
veya suyla karigabilen gliserin, sorbitol, glikol ¢ozeltisi, tampon ¢ozelti, koruyucu
maddeler, elektrolitler, renk maddeleri ve polipeptitler bu fazda yer alabilir.
Inorganik tuzlarm mikroemiilsiyon sistemine eklenmesi dikkat edilmesi gereken
bir konudur; ¢iinkii elektrolitlerin eklenmesi, genellikle, Y/S emiilsiyonunda
suyun ¢oziniirliik yetenegini azaltarak yiizey alaninin diigsmesine yol agar. Uygun
yag, su, YEM ve gerekirse Y.YEM karisimi ile spontane olarak olusurlar.
Disardan bir enerji verilmesi gerekmez. Ayrica, formiilasyondaki sulu fazin, yagh
hissi dengeleme Ozelligi vardir. Bu Ozellikler emiilsiyonlara karsi
mikroemiilsiyonlari istlin hale getirmistir. (Trotta ve ark., 1990).

YEM’ler, noniyonik maddeler, iyonik maddeler veya iki grubun karisimlarindan
olugabilir. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda, sulu ve yaglh fazin birarada
bulunabilmesi i¢in ylizey gerilimini diisiiren maddelerdir. Mikroemiilsiyonlarin
bir sakincasi, yiiksek oranda YEM (ortalama % 20) kullanilmasidir. Kullanilacak
YEM’lerin biyolojik uyumlulugu ve olasi toksisitesi dikkat edilmesi gereken bir
diger konudur (Yazan, 2002a). Noniyonik YEM’ler, topik kullanim ig¢in ¢ok
uygundur; ancak, oral ve parenteral uygulamalar1 sinirlidir (Atwood, 1992).

Kisa ve orta zincirli alkollerin, Y.YEM olarak kullanilmasinda toksik ve irritan
etkiye dikkat edilmelidir; ayrica, alkoliin u¢masi da kararliligt olumsuz etkiler.
Y.YEM kullanim1 ile YEM oranmi disiiriilebilir (Atwood, 1992). Polioksietilen
sorbitan ve esterleri, oksietilen yag asitleri, poliglikol C8-C10 gliseritleri, seker
esterleri ve polietilen glikol eter veya esterlerinin YEM olarak kullanildigi
farmasotik mikroemiilsiyon sistemlerinde, Y.YEM olarak da noniyonik YEM’ler,
organik asitler, alkil aminler, benzil alkol, alifatik polioller, diglikol esterleri,
gliserin, sorbitol, etilen glikol veya propilen glikol ve esterleri kullanilabilir.
Y.YEM olarak kullanilan alkoliin molekiiler yapis1 mikroemiilsiyon olusumunda
onem tasir. YEM’in, Y.YEM’ye orani 1:1 ve 1:9 arasinda degisebilir (Bhargava
ve ark., 1987; Yazan, 2002a). Bilesenlerin seciminde dikkat edilecek nokta,
birbirleri ile gecimli olmasi, toksisitenin engellenmesi, topik uygulamada irritan
etkinin olmamasi ve cilt duyarliliginin ortaya ¢ikmamasidir (Diec ve ark., 2001).

Yagh fazin secimi ise, kullanilacak YEM’in iyonik veya noniyonik olmasi
acisindan Onem tasir. Dogal yaglar, hidrokarbonlar, esterler, veya trigliseritler
yagh faz olarak kullanilabilir (Yazan, 2002a). Bu fazda, su ile uyusmayan non-
polar bilesenler vardir.

Kozmetik uygulamalarda, yagli faz pek ¢ok tstiinliik saglar. Uygulama sonrasinda
emoliyan bir his birakir; geride sulu film tabakasi biraktiklart icin ciltte
nemlendirici 6zellikleri vardir (Hiiner, 2003).
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Yapt ve Ozellikleri

Mikroemiilsiyonlarda en basit yapi, misel olarak adlandirilir. Ancak,
mikroemiilsiyon damlaciklart 10-100 nm arasinda degisir ve normal miseller
yapidan daha biyliktiir. Bu nedenle, siskin miseller olarak da anilirlar.
Mikroemiilsiyon yapisinin miseller yapidan farki, mikroemiilsiyonlarin olugmasi
icin belirli maddelere ve orana gereksinim olmasi ve mikroemiilsiyonlarin
¢oOziindiirme kapasitelerinin daha fazla olmasidir (Yazan, 2002a).

Miseller, sudaki yag damlaciklar1 (Y/S), ters miseller ise yag i¢inde bulunan su
damlaciklar1 (S/Y) olarak diisiiniilebilir. Mikroemiilsiyon yapisinin en basit
aciklamasi, mikroemiilsiyon damlacik modelidir. Bu modelde, mikroemdiilsiyon
damlaciklari, YEM ve Y.YEM molekiillerinden olusan ylizeylerarasi tabaka
(Sekil 8) ile cevrilmistir (Atwood, 1992).

Y S ylizey etkin madde

° }

S &f@) hidrofilik bag  hidrofobik kuyruk
%§ %§ (SN

a. b.

€. yardimci yiizey etkin madde

Sekil 8. Mikroemiilsiyonlarin yapisi
a.S/Y mikroemiilsiyonu (ters miseller)
b.Y/S mikroemiilsiyonu (miseller)
c¢. YEM ve Y.YEM

Damlacik biiyiikliigiintin ufak olmasi, mikroemiilsiyonlarin kullanim iistiinliiglinii
arttirmaktadir. Yiizeysel gerilim, fark edilir oranda diisiiktiir. Mikroemiilsiyonlar;
makroemiilsiyonlar ve daha pek cok ilag tasiyici sisteme gore daha kararlidir
(Heuschkel ve ark., 2005).

Mikroemiilsiyon sistemde yer alan etkin madde, lipofilik 6zelligine bagli olarak
sulu ve yagh faz arasinda dagilir. Etkin maddenin dagilim katsayisi, salim hiz1
izerine bliyiik oranda etki eder. Bunun yanisira, faz hacimlerinin orani, dagilmis
fazin damlacik boyutu, tasiyici sistem ile etkin maddenin etkilesmesi ve etkin
maddenin sulu ve yagh fazdaki diflizyonu da salim hizini etkiler (Yazan, 2002a).

Mikroemiilsiyonlar optik olarak izotropiktir. Suda c¢oziiniirliigii diisik olan
maddelerin  cilde gegisini  arttirirlar.  Igerdikleri YEM’lerin  yiiksek
konsantrasyonda olmasi nedeniyle emilim arttirict etki gostermeleri agisindan da
cekicidir. Bu sayede maddelerin biyoyararlanimi da artar. Kendi kendine, yani
disardan, yiiksek enerji vermeden olusabilmeleri de {istiinliikleri arasindadir.
Ayrica, mikroemiilsiyonlar ile kontrollii salim saglanabilmektedir (Atwood, 1992;
Radomska ve Dobrucki, 2000). Disaridan enerji gereksinimleri olmadan spontan
olarak olugmalarina karsin, noniyonik tip YEM/Y.YEM karisimi ile
hazirlanmalar1 sicakliga baglidir (Yazan, 2002a).

Mikroemiilsiyonlar, etkin madde ¢Oziinlirliglinii arttirma potansiyelleri,
kararliliklarinin  yiiksek olmasi, saydam goriiniimleri, siizme ile sterilize
edilebilmeleri, hazirlama ve uygulama kolayliklarindan dolay1 c¢ok ilgi ¢ekici
tastyici sistemlerdir (Bhargava ve ark., 1987).
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Makroemiilsiyonlar ve Mikroemiilsiyonlar

Makroemiilsiyonlar, bir siv1 i¢inde kendisiyle karigmayan en az bir bagka siviy1
damlaciklar halinde bulunduran heterojen sistemlerdir. Makroemiilsiyonlar da
mikroemiilsiyonlar gibi diger tasiyici sistemlere gore pek c¢ok iistiinliik tasir;
ancak, damlaciklar daha biiyiik yapidadir ve kararlili§i mikroemiilsiyonlara gore
daha diistiktiir.

Dagilan fazin damlacik biytikliigii, emiilsiyonun fiziksel goriiniisiine dayanarak,
(Cizelge 2) yaklasik olarak tahmin edilebilir (Yener, 2004).

Cizelge 2. Emiilsiyonun goriiniisii ve damlacik biiyiikliigii arasindaki iliski (Yener, 2004)

Emiilsiyonun goriiniisii Damlacik biiyiikliigii
Siit gibi beyaz >1 pm
Mavimsi yesil 1-0.1 pm
Yari saydam 0.1-0.05 pm
Saydam <0.05 um

Mikroemiilsiyonlarin makroemiilsiyonlardan ayrilan diger 6zellikleri Cizelge 3’te
karsilagtirmali olarak gosterilmistir (Yener, 2004).

Cizelge 3. Mikroemiilsiyon ve makroemiilsiyon sistemlerinin karsilastirilmasi (Yener, 2004)

Mikroemiilsiyon Makroemiilsiyon
damlacik biiytkligi <0.2 pm 0.2-10 pm
yardimci ylizey etkin madde kullanilir kullanilmaz
olusum spontan olugur enerji vermek gerekir
Kararhlik termodinamik olarak termodinamik olarak
dayanikli dayaniksiz
HLB Sistemi

HLB sistemini kullanarak YEM’lerin belirlenmesine iliskin yaklasim,
makroemiilsiyonlardakinin aksine mikroemiilsiyonlar i¢in pek kullanigh degildir
ve dolayistyla mikroemiilsiyon formiilasyonu ampirik bir islemdir (Yazan, 2002a).

Yiizey gerilimi digiirerek kararliligi arttiran YEM’ler, hidrofil ve lipofil gruplar
tasir (Sekil 8). Bu gruplarin molekiil icindeki denge oranlar1 HLB sistemi olarak
adlandirilir ve emiilsiyon sistemine uygun YEM’in belirlenmesi i¢in kullanilir.
Baska bir ifadeyle, HLB, YEM’in hidrofilik ve lipofilik kisimlarini ifade eder ve
YEM’lerin Y/S ya da S/Y emiilsiyon olusturmasini kontrol eder (Schueller ve
Romanowski, 1998).

Griffin, HLB sistemini 1 ile 20 arasinda rakamlarla gostererek kolaylastirmigtir
(Yazan, 2002a). Bu sisteme gore, yiiksek degerler hidrofilik grubu baskin olan
YEM’leri ifade ederken, diisiik degerler de lipofilik grubu baskin olan YEM’leri
ifade eder. Genellikle, diisik HLB degerine sahip YEM’ler S/Y emiilsiyonu
olusturur; yiiksek HLB degerine sahip olanlar ise Y/S emiilsiyonu olusturur.
Mikroemiilsiyonun yapisina giren yag ve yagimsi maddelerin de gereksinim
duydugu HLB degerleri vardir; bu da formiilasyon sirasinda ayrica gbz oniinde
bulundurulmalidir (Constantinides ve Scalart, 1997). Bancroft’a gore, YEM, su ve
yagl faz arasinda iiciincii bir faz olusturarak yiizey gerilimini digiiriir. YEM’in
suda ¢oziiniir ve yagda ¢oziiniir kistmlarinin birbirine orani, HLB ile ifade edilir.
Formiilasyonun amacina gore, iki veya daha fazla YEM biraraya getirilerek
istenilen HLB degerini elde etmek miimkiindiir (Atwood, 1992; Kennedy, 1998).
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Ucgen Faz Diyagrami

Mikroemiilsiyon ilag tasiyici sistemlerin formiilasyonunda en 6nemli islem, {iggen
faz  diyagramlarimin g¢izilmesidir. Cizilen diyagramda, mikroemiilsiyon
formiilasyonundaki sulu faz, yagh faz, YEM ve Y.YEM uygun sekilde karistirilir
ve en uygun mikroemiilsiyon alani belirlendikten sonra formiilasyondaki
bilesenler saptanabilir. Bilesenlerin ¢oziiniirliigii ile yakindan iliskili olan faz
diyagramlarinin ¢izilmesi i¢in en yaygin ve kolay yontem titrasyondur.
Cok sayida karisimin kisa siirede incelenmesine olanak saglayan titrasyon
yonteminde, belli miktardaki YEM/Y.YEM karisimi1 yagla karistirilarak, tek fazli
bir ¢ozelti olusturulur. Daha sonra, sabit sicaklik ve karistirma hizi kullanilarak su
ile titrasyon yapilir ve her su eklenmesinde sistem saydamlik, akis 6zellikleri ve
kararlilik agisindan incelenir (Yazan, 2002a).
a. 100 0 b. 100 0

40

YAG YEM/Y.YEM YAG YEM/Y.YEM

40 60

20

0
100 80 60 40 20 0 100 80 60 40 20 0
SU SU

100

Sekil 9. Ucgen faz diyagramlar
a. % 33 yag, % 11 su ve % 56 YEM/Y.YEM iceren mikroemiilsiyonun isaretlenmesi
b. Mikroemiilsiyon alaninin belirlenmesi

Ucggen faz diyagramlarmin ¢izimi i¢in asagidaki basamaklar izlenir:

. Titrasyon ile uygun yag, su, YEM ve Y.YEM oranlart bulunarak,
mikroemiilsiyonlar hazirlanir.

. Eskenar ticgen olusturulur ve kose noktalar % 100 olmak iizere bilesenler
yerlestirilir.

. Kenarlardaki her nokta ikili bilesenleri ifade eder.

. Bir koseden kars1t kenara cizilen dogru {izerindeki her nokta i¢in ikili
bilesenlerin orani sabittir.

o Bilesenlerin kullanim ytizdelerine goére bulunan noktalar iiggen faz
diyagraminda isaretlenir.

o Farkli oranlarda yapilan ¢aligmalar i¢in ayr liggen faz diyagramlar ¢izilir.

° Mikroemiilsiyon alaninin hesab1 i¢in, degisken olan bilesenin kdsesinden

(% 100 su), mikroemiilsiyon noktalar1 ile sinirli olmak kosulu ile karsi
kenara dogru ¢izilir; bu dogrular ve mikroemiilsiyon noktalarinin
siirladig alan mikroemiilsiyon alanini verir.

. Cizilen her farkli mikroemiilsiyon alanina bakilarak, en genis alan segilir
ve agirlik merkezi hesabiyla en uygun formiilasyon ya da formiilasyonlar
belirlenir (Attwood ve ark., 1992; Hiiner, 2003).
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Reolojik Ozellikleri

Mikroemiilsiyonlar topik olarak kullamildiginda, akiciliklarindan dolayr cilde
uygulanmalar1 zordur. Mikroemiilsiyonlarin viskoziteleri, genellikle psddoplastik
akis gbsteren makroemiilsiyonlarin aksine, Newton akis modeline uyum gosterir
(Yazan, 2002b, Heuschkel ve ark., 2005). Bir mikroemiilsiyon formiilasyonunun,
ozellikle topik uygulamada, belli reolojik ozellikleri tasimasi gerekmektedir.
Jel formiilasyonlar kolay uygulanabilirliklerinden dolay1, farmasotik ve kozmetik
alanda mikroemiilsiyonlarin tercih edildigi sistemlerdir. Jellesme saglayarak,
mikroemiilsiyonlarin viskozitesini modifiye etmek mimkiindir.
Y/S mikroemiilsiyonunda, jelatin ve lesitinin yardimi ile kolloidal silisyum oksit
kullanarak, S/Y mikroemiilsiyonunda ise ksantan zamki, karregenat ya da
Carbopol® 934 kullanarak, jellesme saglanabilmistir (Yazan, 2002a). Yapilan bir
baska ¢alismada da, jel formiilasyonunun, plastik ve psodoplastik akisi bir arada
tagidig1 gosterilmistir (Ayannides ve Ktistis, 1999).

Karakterizasyon Yontemleri

Mikroemiilsiyonlarin  karakterizasyon c¢aligsmalari, sahip olduklar1 fiziksel
ozelliklere bagli olarak gerceklestirilmektedir. Incelenebilecek en belirgin
parametreler sunlardir:

Optik Ozellikler

Mikroemiilsiyonlar, optik acidan saydam olmalidir. Damlacik boyutundaki
degismeler, emiilsiyonlarin fiziksel goriiniisiinii de degistirir (Cizelge 2).

Reolojik Ozellikler

Mikroemiilsiyonlar, genellikle Newton akis modeline uygunluk gdosterir. Jellesme
saglayarak, viskoziteyi modifiye etmek miimkiindiir (Bricefo, 2000).

Damlacik Biiyiikliik Dagilimi
Mikroemiilsiyonlarda damlacik biiyiikliigli dagilimi i¢in kullanilan yontemler:

o Elektron mikroskobu
. Isik sacilimi yontemi
o Kiictik a¢ili X-151n1 sagilimi (SAXS)
o Kiiciik a¢ili nétron sagilimi (SANS)
o Statik 151k sagilimi (SLS)
o Dinamik 151k sagilimi1 (DLS) (Attwood, 1992)

Elektriksel Iletkenlik

Mikroemiilsiyonlarin sahip oldugu iletkenlik o6zelligi, sistemdeki sulu fazin
hacminin  fonksiyonudur. Iletkenlik degeri, damlacik biiyiikligi ve
konsantrasyonla iligkilidir (Yasar, 2005).

pH

Uygulanacak bolgenin 6zelliklerine gore, pH degistirilebilir. Kararlilik ¢aligmalari
kapsaminda pH degisimleri incelenir (Attwood, 1992).

Faz Ayrimi

Faz ayrimu i¢in, en ¢ok santrifiij yontemi kullanilir (Attwood, 1992).
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Topik Kullanim

Stratum corneum’un topik uygulanan sistemler i¢in temel engel olmasindan
dolay1, mikroemiilsiyonlar etkin maddelerin emilimini arttirict olarak kullanilir
(Lehmann ve ark., 2001). Yapilan caligmalar, noniyonik YEM kullanilarak
hazirlanmis mikroemiilsiyonlarin, yiliksek kimyasal kararliliga sahip olmalarinin
yanisira, ciltte penetrasyonu arttirict etkisi oldugunu gostermistir (Ho ve ark.,
1996).

Sivi karakterde olan mikroemiilsiyonlarin cilde uygulanmasini kolaylastirmak ve
dagilabilirligini arttirmak amaciyla, viskozite arttirici ¢alismalar da mevcuttur
(Valenta ve Schultz, 2004).

Mikroemiilsiyonlar, farmasotik amagclarla oldugu kadar, kozmetik amaglarla da
kullanilmaktadir. Yagda ¢oziinen vitaminlerin mikroemiilsiyonlar1 hazirlanarak,
sulu ortamda formiile edilebilme iistiinliigli ortaya ¢ikmistir. Alerjik durumlarda
kullanilan hidrokortizonun ¢oziintirliigiiniin, mikroemiilsiyon sistemi ig¢inde
arttirtlmasina ¢alisilmigtir. Mikroemiilsiyonlarin deriden penetrasyonu iizerine
yapilan bir ¢aligmada, jel baz1 ve Y/S mikroemiilsiyon sistemi igindeki azeleik
asitin tliysiiz fare derisinde penetrasyonu incelendiginde, mikroemiilsiyonun daha
iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir (Pattarino ve ark., 1994). Sa¢ bakim iiriinlerinin
gelistirilmesi ile ilgili bir ¢caligmada, silikon yagi kullanilarak hazirlanan makro-
ve mikroemiilsiyonlar karsilagtirilmig, mikroemiilsiyonun sa¢ iizerinde daha
diizgiin bir film tabakasi olusturdugu ve saca sekil verici 6zelliginin daha iyi
oldugu sonucuna varilmistir (Yener, 2004).

Yapilan bir baska calismada, feledipin’in salimi ve cilde penetrasyonu
incelenmistir (Trotta ve ark., 1997). Buna gore, mikroemiilsiyon formiilasyonu ile
feledipin’in ¢ozlinlirliigii arttirilmig ve cilde penetrasyonu, siispansiyonlara gore
10-50 kat yiikselmistir.

Bir bagka calismada da, Ostradioliin oral uygulamadan sonra ilk gecis etkisine
ugraylp biyoyararlaniminin diismesi nedeniyle, mikroemiilsiyon formiilasyonu
transdermal yol ile verilmis ve biyoyararlaniminin arttig1 gozlenmistir. Benzer bir
calismada da, siddetli toksisiteye sahip oldugundan klinik kullanimi kisith olan
triptolit’in  transdermal mikroemiilsiyonu hazirlanmis ve uzatilmis etki
saglanmigtir (Chen ve ark., 2004).

Kozmetik amacgla uygulanan iiriinlerde, iiriiniin ciltte biraktigi his de c¢ok
onemlidir. Y/S mikroemiilsiyonlar, dis fazin su olmasindan dolay1 yagims: bir his
birakmazlar. Mikroemiilsiyon seklindeki tipik kozmetik iiriinler, yiiz ve viicut
kremleri, losyonlar, roll-on’lar, bebek bakim siitleri, giines iirlinleri ve giines
kremleridir (Gestmann ve ark., 2002).
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GERECLER
Kullanilan Maddeler
Asetonitril

Cinko oksit

Tripalmitin
(Dynasan® 116)

Etanol

Oktosrilen
(Eusolex” OCR)

Hidroklorik asit
Izopropil alkol

Kaprilik/Kaprik trigliserit
(Miglyol® 812 N)

Kloroform D1
Dotero-kloroform

Metanol

Setil PEG
(Abil® EM 90)

Siklosporin A

Polioksietilen sorbitan monooleat
(Tween” 80)

Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1

Derin Dondurucu

Diferansiyel Taramal1 Kalorimetri
Distile Su Cihazi

Erime Derecesi Tayin Cihazi
Etiv

Foriyer Dontistimli
Infrared Spektrofotometresi

Hassas Terazi

Isik Mikroskobu

: Merck KCaA, Darmstadt, Almanya
: Carlo Erba Reactifs SA, Fransa

: Condea, Witten, Almanya

Fluka Chemie GmbH, Fransa

: Carlo Erba, Rodano, Italya

Merck KCaA, Darmstadt, Almanya

: Merck KgaA, Darmstadt, Almanya
: Carlo Erba, Milan, Italya
: Detsan, Eskigehir, Tiirkiye

: Sasol, Almanya

: Merck KgaA, Darmstadt, Almanya
: Merck KCaA, Darmstadt, Almanya

: Goldschmidt, Almanya
: Novartis, Istanbul, Tiirkiye

: Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Almanya

: Argelik No Frost, Tiirkiye

: Bosch, Tiirkiye

: Shimadzu DSC 60, Japonya

: Human UP 900 Scholar-UV, Kore
: Electrothermal 9100, Amerika

: Elektro-mag M 5040BD, Tiirkiye

: Perkin Elmer FT-IR Spektrometresi

Spektrum 2000, Ingiltere

: Ohaus, Isvicre

: Nicon Eclipse E4000, Japonya
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Indiiktif Eslesmis Plazma
Optik Emisyon Spektrometresi

Kararlilik kabini
Liyofilizator
Manyetik Isitici

Mekanik Karistirici

Niikleer Manyetik
Rezonans Spektrofotometresi

Partikiil Boyutu Analiz Cihazi

pH Metre
Reometre

Santrifiij
Su banyosu

Taramali1 Elektron Mikroskobu

Ultrasonik Banyo
Ultraturraks T25

Ultraviyole Spektrofotometresi
X Isin1 Kirinim Cihazi

Yiiksek Basincli
Sivi Kromatografisi

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi

: Perkin Elmer Optima 4300DV, Amerika

: Aymes, Tiirkiye

: Leybold-Heraeus Lyovac GT-2, Almanya
: Yellow Line MSH Basic, Staufen, Almanya

Heidolph MR 3001K, Almanya
IKA®-Werke, Almanya

: Heidolph RZR2051 Electronic, Almanya

: Ultra Shield CP MAS NMR

Brucker, Almanya

: Zetasizer Nano Series, Ingiltere

Malvern Mastersizer 2000, Ingiltere
Hydro 2000-S

: WTW Profi LAb pH 597

Weilheim, Almanya

: Brookfield DV-III

Middleboro, Amerika

: Jouan B4, Almanya
: Biichi B-490, Isvicre
: FESEM SUPRATM 50 VP

ZEISS, Almanya

: Elma T470/H, Singen, Almanya
: Janke& Kunkel IKA"

Labortechnik, Staufen, Almanya

: Shimadzu 160-A, Japonya
: XRD-RIKAGU Rint 2000, Japonya

: Shimadzu SCL-10 AVP

Shimadzu Degazer DGU-14 A

Shimadzu Pompa LC-10 AT

Shimadzu Sistem kontrol SCL-10 AD
Shimadzu Otoenjektdr SIL-10 AD
Shimadzu DID SPD-MID A VP
Shimadzu Firin CTO-10 AC VP, Japonya

: Nano Zetasizer ZS

Malvern Instruments, ingiltere
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YONTEMLER

Bu boliimde, formiilasyonlarda kullanilan maddelerle yapilan ¢aligmalar ile SLN,
mikroemiilsiyon ve krem formiilasyonlarinin gelistirilmesi, hazirlanis1 ve in vitro
degerlendirilmesinde kullanilan yontemler anlatilmistir.

Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelerle Yapilan Calismalar
Parcacik Biiyiikliigii Dagilimi

ZnO’nun pargacik biyikligli ve dagilimi, lazer kirinim cihazi kullanilarak
belirlenmistir.

Termal Analiz

Dynasan® 116’nin  termal analizi, DSC kullanilarak belirlenmistir. Basing
yardimiyla sikica kapatilan aluminyum ornek kabinda, 10 duyarlilikla yaklasik
olarak 5 mg tartilan Dynasan® 116, bos referansa kars: 200 mL.dk™" azot gaz1 akis
hizi, 5 K.dk™ sicaklik artis1 ve yine 5 K.dk™ soguma hiz1 ile 25-100°C araliginda
incelenmistir.

Reolojik Analiz

Miglyol® 812 N’nin reolojik analizi igin Brookfield koni-plak reometresi
kullanilmustir. Olgiimler, ¢ap1 1.2 cm ve egimi 1.565° olan koni ile 25°C sicaklikta
gerceklestirilmistir.

Koni-plak viskozimetresinde, koni degisik hizlarda dondiiriildiik¢e, donen koni ile
sabit plak arasindaki boslukta bulunan 6rnek kaymaya ugrar. Degisik kayma
hizlarina karsi, koni iizerinde olusan kayma gerilimi ve viskozite ekrandan okunur.

X-Isint Kirtnim Analizi

Dynasan® 116 ve ZnO’in X-1smi kirinim analizleri, 4-40°C araliginda, 40 kV
voltaj ve 20 mA akim siddetinde jenerator kullanilarak yapilmis ve karakteristik
X-151n1 kirinim pikleri incelenmistir.

FT-IR Analizi

Dynasan” 116 ve OCR’nin FT-IR analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda
spektrumlar alinmis ve karakteristik IR bantlar1 incelenmistir.

NMR Analizi

Dynasan® 116 ve OCR’nin NMR analizlerinde ¢éziicii olarak dotero-kloroform
madddesi kullamlmis ve spektrumlart alinmustir. Dynasan® 116 ve OCR’nin
karakteristik NMR pikleri incelenmistir.
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Yiiksek Basin¢h Stvi Kromatografisi icin Validasyon Calismalari

Analitik yontem validasyonunun ana hedefi, yontemin planlanan amaca uygun
oldugunu gostermektir. Kullanilan test yonteminin dogruluk ve giivenilirliginin
verilerle kanitlanmasidir. Miktar tayini validasyonunda, dogrusallik, dogruluk,
kesinlik (giin-i¢i ve giinler-arast), 6zgiinliik ve duyarlilik gibi analitik parametreler
esas almmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismada,
Uluslararas1 Harmonizasyon Komitesi’nin Analitik islem Validasyon Yé&ntemi
kullanilmigtir (ICH, 1996).

Dogrusallik (Linearity)

Analitik yontemin, calisilan aralik boyunca dogrusal iliskisi olup olmadiginin
degerlendirilmesidir. Yontemin dogrusalligi, verilen aralikta analizi yapilan
maddeyi degisik konsantrasyonlarda igeren orneklerin, elde edilen pik alanlar1 ile
dogru orantili olmasidir.

Validasyon islemi sirasinda uygulanan calisma kosullar1 Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4. Yiiksek basinch sivi kromatografisi calisma kosullar:

Hareketli faz Asetonitril:Su (75:25, h/h)
Enjeksiyon hacmi 20 uL

Firn sicakh@ 50°C

AKis hizi 1.5 mL.dk™

Kolon 4.6 x 250 mm, 5 pm C;g ACE kolon

I¢ Standart Madde Cézeltisinin Hazirlanmast

Yapilan &n-calismalarda i¢ standart madde (IS) olarak birgok madde denenmis ve
iclerinden Siklosporin A maddesinin kullanilmasina karar verilmistir. 10.1 mg
tam tartilan Siklosporin A, 50 mL’ye hareketli faz ile [0.202 mg.mL"' (A)]
tamamlanmistir. Her 6l¢lim i¢in bu stok ¢ozeltisinden 0.2 mL kullanilmis; degisen
konsantrasyonlarda etkin madde ¢oOzeltisi ve hareketli faz ile 1 mL’ye
tamamlanmustir. Hazirlanan IS ¢ozeltisinin molarite hesabi asagida verilmistir:

0.202 x 0.2 =0.0404 mg (0.2 mL)
0.0404 mg.mL" = 0.0404 g.L"!
M =n (mol) / V (L) = 0.0404 / 1202.6 = 3.4x10° M IS

Etkin Madde Cozeltisinin Hazirlanmasi

27.2 mg tam tartilan OCR, 50 mL’ye hareketli faz ile tamamlanmis ve 1:10
seyreltme [0.0544 mg.mL"' (B)] yapilmistir. Uygun konsanrasyonlarda seri
hazirlanmasi igin, bu stok ¢ozeltisinden 0.1-0.5 mL araliginda miktarlar alinmas,
hareketli faz ve 0.2 mL IS ¢ozeltisi ile 1 mL’ye tamamlanmustir. B stok
¢ozeltisinden 0.1 mL alinarak hazirlanan etkin madde ¢ozeltisinin molarite hesabi
asagida verilmistir:

0.0544 x 0.1 = 0.00544 mg (0.1 mL)
0.00544 mg.mL™" = 0.00544 g.L"!
M =n (mol) / V (L) = 0.00544 / 361.5 = 1.5x10° M OCR
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Serilerin Hazirlanmasi

IS ve OCR’nin hareketli faz icindeki stok ¢ozeltileri A ve B kullanilarak, 5 farkl
konsantrasyonda OCR igeren ¢dzeltiler hazirlanmistir. Biitiin ¢dzeltilerde 1S’nin
konsantrasyonu 3.4x107 M olarak sabit tutulmustur.

1.5x10°-7.5x10” M araliginda OCR iceren serinin hazirlanisi asagida verilmistir:

02mL A+0.1 mL B+0.7mL HF (1.5x10° M OCR)
02mL A+0.2mL B+ 0.6mLHF (3.0x10° M OCR)
02mL A+ 0.3 mL B+0.5mL HF (4.5x10° M OCR)
02mL A +0.4mL B+ 0.4mLHF (6.0x10° M OCR)
02mL A +0.5mL B+ 0.3 mL HF (7.5x10° M OCR)

Dogrusallik ¢alismasi i¢in ayn1 konsantrasyonlarda 3 seri hazirlanmistir.
Dogrusallik Esitliginin Hesaplanmasi

Hazirlanan seriler HPLC’ye enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlardaki
alanlar ve alikonma zamanlar1 (Rt) kullanilarak, IS ve OCR i¢in ayr1 ayr1 pik
normalizasyonlar1 (PN) hesaplanmustir.

PNis = Alanjs / Rtjg
PNocr = Alanocr / Rtocr
PN orani = PNocr / PNig

Dogrusallik esitliginin hesaplanmast i¢in, OCR’nin konsantrasyon degerlerine
karsi, ti¢ serinin ortalama PN oranlar1 kullanilmistir.

Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere olan yakinligidir. En az 9 tayinle (3 konsantrasyon/3 tekrar) yapilmali
ve % geri kazanim olarak ifade edilmelidir.

Dogrulugun belirlenebilmesi i¢in, 3 farkli konsantrasyonda OCR igeren drnekler
hazirlanmis ve herbir konsantrasyon i¢in 6 tekrar yapilmistir. Hesaplanan
miktarlar, gergek miktarlarla karsilagtirilmis; sonuglar, % geri kazanim, standart
hata (SH) ve bagil standart sapma (BSS) olarak verilmistir.

Kesinlik (Precision)

Kesinlik, giin-i¢i tekrarlanabilirlik, gilinler-aras1 tekrarlanabilirlik ve tekrar
eldeedilebilirlik olarak olgiilebilir.

Glin-i¢i tekrarlanabilirlik, ayni islem kosullarinda ve kisa zaman araligindaki
kesinligi ifade eder. Yontemin tekrarlanabilirligi, ayni1 stok c¢ozelti kullanilarak
hazirlanan 6rneklerin 6l¢iimiiniin birka¢ kez tekrarlanmasi ile elde edilebilir. Bu
islem, ¢oklu 6rnek hazirlanmasi (n=6) ya da 3 farkli konsantrasyonda 3 tekrar ile
yapilabilir.

Giinler-arasi tekrarlanabilirlikte, birbirinden bagimsiz olaylarin analitik yontemin
kesinligine olan etkisi bulunmalidir. Bu degiskenler, giinler, analistler, kullanilan
malzeme ve araglar olabilir. Tekrar eldeedilebilirlik ise, farkli laboratuarlarda
deneyin tekrarlanarak, aralarindaki kesinligin gosterilmesidir. Y Ontemin
standardizasyonu igin, genellikle, farkli birimlerle ortak calismalar yapilir. Bu,
zorunlu olmayan bir validasyon parametresidir.
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Yontemin giin-i¢i tekrarlanabilirligini gostermek i¢in 3 farkli konsantrasyonda
OCR igeren ornekler hazirlanmis ve herbir konsantrasyon i¢in 6 tekrar yapilmistir.
Gilinler-aras1 tekrarlanabilirlik i¢in de, aymi seriler farkli gilinlerde tekrar
hazirlanmis; sonuclar, SH, BSS ve % 95 giiven araliklar1 (CI) olarak verilmistir.

Secicilik (Specificity)

Analitik yontemin, sadece amaglanan bileseni veya bilesenleri tayin edebilme
yetenegidir. Tek bir bilesen igin yapilan Ol¢liim, ortamda bulunabilecek diger
bilesenlerden (yardimci maddeler, biyolojik 6rnekteki endojen bilesikler, etkin
maddenin bilinen metabolitleri, safsizliklar, bilinen veya bilinmeyen degradasyon
iriinleri) kaynaklanabilecek girisimden etkilenmemelidir. Secicilik, karmasik
numune karisiminin analizinde girisim derecesinin de dlgiistidiir.

Yontemin segiciligi plasebo analizlerle belirlenmistir. Bu ¢alisma i¢in, OCR harig
formiilasyondaki diger biitiin bilesenleri iceren SLN, mikroemiilsiyon ve krem
sistemlerinin plasebolar1 hazirlanmistir. Ornekler, miktar tayini calismasinda
kullanilan iglem basamaklarindan gecirilmistir. Elde edilen kromatogramlardan,
formiilasyondaki diger bilesenlerin girisimlerinin, OCR’nin segiciligine etkisi
calisilmigtir.

Duyarhilik (Sensitivity)

Kullanilan analitik yontemlerin diisiik konsantrasyonlari saptayabilme yetenegidir.
Saptama sinir1 (LOD) ve miktar tayini sinir1 (LOQ) hesaplanarak degerlendirilir.

LOD, standart madde sinyalinin geri plan giiriiltiisiinden ayrilabilmesi i¢in gerekli
olan en diisilk madde miktaridir. Yontemin aletli olup olmamasina bagl olarak,
LOD’yi belirlemenin bir¢ok yontemi vardir.

. Gorsel degerlendirme

. Sinyal-Giirtltii (Signal-Noise)

o Elde edilen cevabin ve egimin standart sapmast
o Bos orneklerin standart sapmasi
o Kalibrasyon egrisinin kullanilmasi

LOQ, standart maddenin giivenilir sekilde dogru Ol¢limiiniin yapilabilmesi igin
gerekli olan en diisiik madde miktardir. LOD’nin belirlenmesi i¢in kullanilan
yontemler, LOQ i¢in de gegerlidir.

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi i¢in, regresyon dogrusunun egimi ve
y-kesisim degerlerinin standart sapmasi kullanilmigtir.

Saglamlik/Tutarlilik (Robustness)

Tutarlilik, yontem parametrelerinin ¢esitliligi denenerek, yontemin glivenilir
oldugunun gosterilmesidir.

Tutarlilik ¢alismasi i¢in, hareketli faz, akis hizi, enjeksiyon hacmi, firin sicakligi,
kolon ozellikleri ve IS gibi yontem parametreleri degistirilmis; validasyon ve
miktar tayininin giivenilirligi i¢in en uygun sartlar belirlenmistir.

Sistem Uygunluk Testi (System Suitability Testing)

Sistem uygunluk testi, bir¢ok analitik islemin gerekli parcasidir. Testler, ekipman,
elektronik ve analitik islemleri kapsar.
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Sistem uygunluk testi ekipman bilgileri i¢in, HPLC cihazinin parga, marka ve
modelleri, kalibrasyonu ve calismanin nerede yapildigi hakkinda bilgiler
verilmistir. Yapilan analizlerden elde edilen kromatogramlardaki OCR ve 1S’nin
pik morfolojisi HPLC cihazinin sofiware’i kullanilarak hesaplanmistir.

Pik Morfolojisi (Peak Morphology)

USP tarafindan tanimlanan ve hesaplamalari yapilan sistem uygunluk testi
parametreleri agagida verilmistir:

o

Teorik tabaka sayis1 (N)

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri/dar olmasi
ve piklerin birbirlerinden 1yi ayrilmasi ile ilgilidir. N’nin sayisal degeri,
analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi deney kosullarina da
baglidir. Onerilen deger N>2000"dir.

Kuyruklanma (T) ve asimetri faktorleri (As)

Bu faktorler, pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. Pik asimetri faktorii (As)
taban yiiksekliginin % 10’u, kuyruklanma faktorii (t) de % 5’1 civarinda
Olgiiliir. As’nin 0.95-1.2 arasinda, T’nin de <2.0 olmasi istenir.

Kapasite Faktori (k')

Analizi yapilan maddelerin alikonma zamanlar1 veya alikonma hacimleri
yardimi ile hesaplanir. Kolonun performansi ve alikonmanin uzun siireli
tekrarlanabilirligi ile ilgilidir. Elde edilen k' degerinin genel ¢aligmalarda
2-8, eser madde miktar tayininde 1-3 ve kararlilik belirleyici ¢alismalarda
k'>4 olmasi istenir.

Secicilik Faktorii (o)

Bagil alikonmay1 ifade eder. Iki pikin, elde edildigi sistemlerde (ikili
karisim veya etkin madde ve 1S’nin kullamldig1 karisimlar icin) kullanilir.
Genel olarak o>1 olmas istenir.

Ayirim giicii (Rs)

Ayirim, kantitatif kromatografi c¢aligmalarinin baslica gerekliligidir.
Genellikle bes veya daha az madde i¢eren numunelerde Rs>1.5 kolaylikla
saglanabilir. Rs>1.5, maksimum kesinligin gostergesidir. Rs kolonun
eskiligini, gilinler-aras1 ayirim sartlarindaki degisiklikleri gosterir. Genel
ayirimlarda Rs>2.0, miktar tayini c¢alismalarinda Rs>1.5, biyolojik
stvilarda yapilan calismalarda Rs>1.2 degerleri kabul edilebilir degerlerdir.

Pik yiiksekligi veya alaninin % BSS’si

En az 6 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alami veya
yiiksekliklerinin % BSS’sinin hesaplanmasi1 ile elde edilir. Genel
aymmmlarda % BSS<1.5, biolojik sivilarda yapilan ¢aligmalarda %
BSS<5.0, eser madde miktar tayininde % BSS degeri 5.0-15.0 degerleri
arasindadir; bu degerler kabul edilebilir degerlerdir.

Bu kriterlerden en az iki tanesinin gerekli sartlar1 saglamasi yontemin sistem
uygunlugunu gostermektedir.
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Optik Emisyon Spektroskopisi icin Validasyon Calismalari

Gilinlimiizde, en ¢ok bagvurulan atomlastirma teknikleri plazma kaynaklidir.
Plazma kanyaklarinin en 6nemlisi ise indiiktif eslesmis plazmadir (ICP). Atomik
emisyon ve atomik absorpsiyon spektrometri arasindaki en Onemli fark,
absorpsiyon analizlerindeki atomlastiricinin gorevi sadece atomlastirma iken,
emisyon analizlerindeki atomlastiricinin hem atomlastirma hem de uyarma islevi
gormesidir.

Plazma, notr gaz, katyon ve elektron iceren iletken gaz karisimi olarak
tanimlanabilir. Plazma gaz1 olarak argon (Ar) kullanildigindan, ICP’de Ar,
iyonlasmis Ar ve elektron bulundugu soylenebilir. ICP, i¢ ige ii¢ kuvartz borudan
olusan forch ile olusturulur. Argon, en dis ve ara borudan helezonik sekilde
gecerek borunun ucuna, indiiksiyon bobininin sardigi boliime ulasir. Genellikle
bakirdan yapilmis su sogutmali indiiksiyon bobini 27 veya 40 MHz frekansinda
ve 0.5-1.5 kW arasinda gii¢ saglar. Bu gii¢ sayesinde forch’un ucunda manyetik
alan yaratilir. “Tesla bobini” adi verilen sistemle kivilcim olusturularak, argonun
iyonlagsmasi saglanir. Plazma artik hazirdir. Numune ¢ozeltisi peristaltik pompa
yardimiyla sislestiriciye gonderilir ve argon ile carpistirilarak, aerosol iiretilir.
Kiiciik capli damlaciklar, tasiyici argon ile en igteki ince borudan forch’a ulasir ve
atomlagma/iyonlagsma gerceklesir.

Indiiktif eslesmis plazma-optik emisyon spektroskopisi’nde (ICP-OES) &lgiim,
dikey (radial) veya yatay (axial) plazma pozisyonlarinda yapilabilir. Yatay
plazma, dikey plazmaya gore daha duyarli sonuglar verir.

ICP-OES tekniginin en belirgin avantajlart:

. inert Ar atmosferinde etkin atomlastirma yapmasi,
. cok sayida elementin ayni anda veya c¢ok kisa siirede ol¢iilmesi,
o dogrusal calisma araliginin genis olmasidir.

Dogrusallik Esitliginin Hesaplanmasi

Ik 6nce, ICP-OES kullanilarak, formiilasyonlardaki Zn miktar1 bulunmus ve daha
sonra molekiil agirliklari kullanilarak, ZnO miktarina gegis yapilmistir.

Zn miktar tayini caligmasi i¢in 6nceden kalibre edilmis yontem kullanilmistir.
Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi, NIST SRM® 3168’in 1000 ppm’lik
standart Zn c¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir. % 5’lik HCI ¢ozeltisi
kullanilarak 100 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmis; bu stok c¢ozelti seyreltilerek
10, 20 ve 40 ppm’lik 3 farkli konsanrasyonda Zn standart ¢ozeltisi ile kalibrasyon
seti hazirlanmgtir.

206.200 nm’de dlgiim yapilarak, kalibrasyon setinin dogrusallik esitligi ve grafigi
cikarilmistir. Deney, 3 farkli konsantrasyonda 3 tekrar ile yapilmig, SH ve BSS
degerleri hesaplanmustir.

() National Institute of Standards and Technology Standard Reference Materials
Standartlar ve Teknoloji Ulusal Kurumu Standart Referans Maddeleri
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Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi
Bilesenlerin Secimi

Hazirlanan SLN formiilasyonlarinda, kat: lipit olarak Dynasan® 116, YEM olarak
Tween® 80 ve distile su kullanilmustir.

Kan Lipitin Erime Deresi

Dynasan® 116’mn erime derecesi, kilcal tiip igerisinde, erime derecesi tayin cihazi
ile saptanmistir. Bu islem ii¢ kez tekrarlanmis ve erime derecesi 63°C olarak
bulunmustur.

Dynasan” 116’mn erime derecesi i¢in ayrica DSC kullanilmus, erime ve donma
pikleri incelenmistir. DSC sonuglarina gore erime derecesi 62.74°C olarak
bulunmustur.

On-formiilasyonlar

Etkin madde igermeyen formiilasyonlar i¢in, eritilmis kat1 lipitin iizerine yine ayni
sicakliga getirilmis YEM c¢ozeltisi eklenmis ve yliksek hizlarda karistirilarak, Y/S
emiilsiyonu hazirlanmistir.

Karistirma hizi, Ultraturraks ile 8000-13500 rpm arasinda denenmistir. Karistirma
islemi kii¢ilk beherlerde yapilmis ve karigtirma siiresi 3-5 dakika arasinda
tutulmustur. Kaynak bilgisine gore, formiilasyonun hazirlanma sicakligi, kati
lipitin erime derecesinin 10+1°C iizeri olarak belirlenmistir. Formiilasyon sicakligi,
su banyosu i¢inde 73+1°C’ta karistirma siiresince sabit tutulmustur. Hazirlanan
formiilasyonlar, beherin ¢evresine yalitim yapilarak, oda sicakligima kadar
sogutulmustur. Formiilasyonlar 20-40 g olarak hazirlanmistir. Pargacik biiyiikligii
incelenirken Dbiitlin formiilasyonlara ultrason uygulanmistir. Etkin madde
icermeyen Onformiilasyonlar ve kullanilan parametreler Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Etkin madde icermeyen kat1 lipit nanopartikiil 6n-formiilasyon ¢calismalari I

F1 F2 F3 F4 F5
Kati lipit % (a/a) 10 10 10 5 5
YEM % (a/a) 1 1 1 0.5 0.5
Etkin Madde --- --- --- --- -
Su 3560 g 17.80 g 17.80 g 1890 g 1890 g
Toplam 40.00 g 20.00 g 20.00 g 20.00 g 20.00 g
Karistirica Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks  Ultraturraks  Ultraturraks
Sicaklhik 73°C 73°C 73°C 73°C 73°C
Rpm 8000 8000 8000 9500 8000
Zaman 3 dk 3 dk 3 dk 3 dk 3 dk
Ortalama
Parcacik - - 163.082 pm  13.182 pm 12.342 um
Biiyiikliigii
Homojenizator --- --- --- --- ---

F1 ve F2 formiilasyonlar1 oda sicaklifina kadar soguduklarinda, faz ayrigmasi
goriilmiistiir. F3, F4 ve F5 formiilasyonlarinin da pargacik biiytikliigli dagilimlari
istenen degerlerden ¢ok daha yiiksek ¢ikmustir.
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On-formiilasyon calismalarma, formiilasyon parametreleri degistirilerek devam
edilmigtir (Cizelge 6). Yapilan ilk denemelerde % 10-20 aras1 degisen yiiksek
oranlarda kat1 lipit kullanilmig ve istenilen sonuglar alinamamistir. Kati lipitin
formiilasyondaki % orani diisiiriildiigiinde, ortalama parcacik biiylikliigliniin de
6-7 um arasina diistiigii goriilmiistiir. Pargacik biiyiikliiglinli daha da azaltmak igin,
YEM oram1 % 1-5 arasinda asamali sekilde arttirilmistir. En diigiik ortalama
pargacik biiyiikliigii, 4.490 um olarak F15 formiilasyonunda bulunmustur.

Cizelge 6. Etkin madde icermeyen kat1 lipit nanopartikiil 6n-formiilasyon ¢calismalari IT

F6 F7 F8 F9 F10
Kati lipit % (a/a) 10 10 15 15 20
YEM % (a/a) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Etkin Madde --- --- --- --- -
Su 17.90 g 17.90 g 16.90 g 16.90 g 1590 g
Toplam 20.00 g 20.00 g 20.00 g 20.00 g 20.00 g
Karistiricl Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks
Sicakhk 73°C 73°C 73°C 73°C 73°C
Rpm 9500 8000 9500 8000 9500
Zaman 3 dk 3 dk 3 dk 3 dk 3 dk
Ortalama
Parcacik 31.868 um 20.022 um - - -
Biiyiikliigii
Homojenizator - - - - -
F11 F12 F13 F14 F15
Kat lipit % (a/a) 20 5 5 5 6
YEM % (a/a) 0.5 1 2 3 4
Etkin Madde --- --- --- --- ---
Su 1590 g 18.80 g 18.60 g 18.40 g 18.00 g
Toplam 20.00 g 20.00 g 20.00 g 20.00 g 20.00 g
Karistirici Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks
Sicakhk 73°C 73°C 73°C 73°C 73°C
Rpm 8000 9500 9500 9500 9500
Zaman 3 dk 3 dk 3 dk 3 dk 3 dk
Ortalama
Parcacik 6.988 um 6.103 pm 5.058 uym 4.490 pm
Biiyiikliigii
Homojenizator --- --- --- --- ---

Bu asamadan sonra yapilan ¢aligmalarda, kullanilan kati lipitin oran1 % 6 olarak
belirlenmistir. Bu oranin altina inildiginde formiilasyonun ortalama parcacik
biiytlikliigiiniin tekrar artmaya basladig1 goriilmiistiir. Karistirma stiresi 3-5 dakika
arasinda denenmis ve formiilasyonun 5 dakika karistirildiginda daha homojen
oldugu goriilmiistiir. Bu siire 10 dakikaya kadar arttirilmis; ancak, formiilasyonda
higbir degisiklik olmamustir. 10 dakikadan daha uzun siire karistirildiginda ise,
formiilasyonlarda faz ayrigmasi goriilmiistiir. 13500 rpm karistirma hizinda, en
ideal formiilasyon olan F19 elde edilmistir (Cizelge 7). Bu formiilasyona, etkin
madde olarak OCR eklenmis, ortalama parcacik biiyiikliigii 0.197 um olan F20
formiilasyonu elde edilmis ve etkin madde igeren SLN formiilasyon ¢alismalarina
baslanmugtir.
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Cizelge 7. Etkin madde icermeyen kat1 lipit nanopartikiil 6n-formiilasyon ¢calismalar IT1

F16 F17 F18 F19 F20
Kat1 lipit % (a/a) 5 5 5 6 6
YEM % (a/a) 4 3 4 4 4
Etkin Madde - - - - OCR
Su 1820 g 18.40 g 1820 g 18.00 g 26.82
Toplam 20.00 g 20.00 g 20.00 g 20.00 g 30.00 g
Karistirica Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks  Ultraturraks ~ Ultraturraks
Sicakhik 73°C 73°C 73°C 73°C 73°C
Rpm 9500 9500 9500 13500 13500
Zaman 3dk 5dk 5dk 5dk 5 dk
Ortalama
Parcacik 4.434 pm 2.308 pm 2432 pm 0.212 pm 0.197 pm
Biiyiikliigii
Homojenizator - - - - ---

Etkin Madde I¢eren Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlart

Etkin madde, 73+1°C sicakliga getirilmis kat1 lipit igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve
lizerine yine ayni sicakliga getirilmis YEM c¢ozeltisi eklenmistir. Yiiksek hizlarda
karigtirtlarak, Y/S emiilsiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar, beherin
cevresine yalitim yapilarak, oda sicakligina kadar sogutulmustur.

Karistirma hiz1 Ultraturraks ile 13500 rpm ve Heidolph Silent Crusher M (12 F/M
ve 8 F/M parcalayict ug) ile 15000-25000 rpm araliginda denenmistir. Karistirma
stiresi 5 dakika olarak sabit tutulmustur.

Cizelge 8. Etkin maddeli kat1 lipit nanopartikiil formiilasyon ¢calismalar: I

F21 F22 F23 F24 F25

Kat1 lipit % (a/a) 6 6 6 6 6
YEM % (a/a) 4 4 4 4 4
Etkin Madde OCR OCR OCR OCR ZnO
Su 2682 ¢g 2682 ¢g 2682 ¢ 2682 g 2682 g
Toplam 30.00 g 30.00 g 30.00 g 30.00 g 30.00 g
Karistirica Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks ~ Ultraturraks
Sicakhik 73°C 73°C 73°C 73°C 73°C
Rpm 13500 13500 13500 13500 13500
Zaman 5dk 5dk 5dk 5 dk 5 dk
Ortalama
Parcacik 0.195 pm 0.190 pm 0.183 um 0.190 pm 0.194 pm
Biiyiikliigii
Homojenizator 500 bgr 500 bgr 500 ba}r 500 bgr 500 bgr

1 devir 2 devir 3 devir 3 devir 3 devir

Etkin madde igeren On-formiilasyon c¢alismalarinda, F20 formiilasyonu tekrar
hazirlanmis ve homojenizatorden gegirilip, ortalama pargacik biiytlikligl dagilimi
homojenize edilerek diisiiriilmeye ¢alisiimistir (Cizelge 8). F24 formiilasyonunda,
F23, kontrol i¢in birkez daha tekrar edilmis ve pargacik biiyiikligii 0.190 pm
olarak bulunmugstur. F25 formiilasyonu ise ayni kosullarda tekrarlanan ve ZnO
iceren formiilasyondur.
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Ultraturraks kullanilarak hazirlanmis etkin madde iceren formiilasyonlardan F24
ve F25, homojen goriiniim ve istenen partikiil biiyiikliiglinde dagilim gostermistir;
ancak, daha yiiksek karigtirma hizlarinda (15000-25000 rpm) ¢aligmalara devam
edilmis ve formiilasyonlar homojenizatorden ge¢irilmeden Heidolph Silent
Crusher M (12 F/M ve 8 F/M parcalayict ug) kullanilarak da denenmistir
(Cizelge 9).

Elde edilen sonuglarda goriildiigii gibi, Heidolph Silent Crusher M karistiric1 ve
kullanilan degisik parcalayict uglari, ultraturraks kadar etkili olamamistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin ortalama parcacik biiyiikliikleri, dnceki denemelere
gore ¢ok daha biiylik bulunmustur.

Cizelge 9. Etkin maddeli kat1 lipit nanopartikiil formiilasyon ¢cahismalar: 11

F26 F27 F28 F29 F30
Kati lipit % (a/a) 6 6 6 6 6
YEM % (a/a) 4 4 4 4 4
Etkin Madde OCR ZnO OCR OCR OCR
Su 2682 ¢g 2682 ¢g 2682 ¢ 2682 ¢ 26.82
Toplam 30.00 g 30.00 g 30.00 g 30.00 g 30.00 g
Sicakhk 73°C 73°C 73°C 73°C 73°C
Rpm 20000 20000 25000 15000 15000
Zaman 5dk 5dk 5dk 5dk 5dk
Ortalama
Parcacik 2.318 um 1.492 pm 2.201 um 21.073 yum  22.331 pm
Biiyiikliigii
Homojenizator - - - - -

F31 F32 F33 F34 F35
Kati lipit % (a/a) 6 6 8 8 10
YEM % (a/a) 4 4 4 4 4
Etkin Madde OCR OCR OCR OCR OCR
Su 2682 ¢g 2682 ¢g 26.16 g 26.16 g 2550 g
Toplam 30.00 g 30.00 g 30.00 g 30.00 g 30.00 g
T A A
Sicakhik 73°C 73°C 73°C 73°C 73°C
Rpm 20000 25000 25000 25000 25000
Zaman 5 dk 5dk 5dk 5dk 5 dk
Ortalama
Parcacik 12.905 pm 6.979 um - - ---
Biiyiikliigii
Homojenizator - - - - -

Yapilan formiilasyon ¢alismalarinin ardindan, en iyi etkin maddesiz formiilasyon
F19 olarak bulunmustur. Bu formiilasyona, kati lipitin % 10’u oraninda etkin
madde yliklenmis ve SLN formiilasyonlarinin sayisi ikiye indirilmistir.

Formiilasyonlarin  hazirlanmasindan sonra karakterizasyon ve kararlilik
calismalarina baslanmistir. Hazirlanan bu formiilasyonlar, kullanilan bilesenlerin
miktarlar1 ve ¢calisma parametreleri ile Cizelge 10°da verilmistir.
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Cizelge 10. Kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlar:

Etkin maddesiz OCR iceren ZnO iceren
formiilasyon formiilasyon formiilasyon
(FSB) (FSE) (FSO)
Dynasan® 116 1.80 g (% 6) 1.80 g (% 6) 1.80 g (% 6)
Tween® 80 1.20 g (% 4) 1.20 g (% 4) 1.20g (% 4)
Etkin madde - 0.18 g 0.18 g
Distile su 27.00 g 2682 ¢g 2682 ¢
Toplam 30.00 g 30.00 g 30.00 g
Karistirica Ultraturraks Ultraturraks Ultraturraks
Sicakhik 73°C 73°C 73°C
Rpm 13500 13500 13500
Zaman 5dk 5dk 5 dk
Homojenizator 500 bgr 500 ba}r >00 bgr
3 devir 3 devir 3 devir

Kati1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon ve
Kararhhk Cahsmalar:

Hazirlanan SLN sistemlerinin fiziksel 6zelliklerini incelemek ig¢in preparatlar
25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmustur. Formiilasyonlarin kararlilik testleri
onceden belirlenen periyotlarda (15., 30., 90., 180. ve 360. giinler)
gergeklestirilmistir.

Liyofilizasyon

Sulu ¢ozelti ya da sulu slispansiyon halindeki katilarin kurutulmasi i¢in kullanilan
yontemdir. Bu yontemde kurutma islemi, dondurarak kurutma aleti olarak da
adlandirilan, liyofilizatérlerde yapilir. SLN siispansiyonlari, hazirlandiktan sonra
liyofilize edilmis, karakterizasyon ve kararlilik testleri i¢in diger formiilasyonlarla
beraber 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmustur.

Parcacik Biiyiikliigii Dagilimi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiytlikliigii ve dagilimi lazer kirinim cihazi
kullanilarak belirlenmistir.

Zeta potansiyel ve Elektriksel Iletkenlik

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki zeta potansiyelleri ve elektriksel iletkenlikleri
Malvern Zetasizer cihazi kullamlarak belirlenmistir. Olgiimler, tek kullanimlik
zeta hiicrelerinde, 25°C oda sicakliginda, distile su ile seyreltilerek yapilmistir.
Distile sudaki iletkenligin neden olabilecegi kiigiik degisimlerin 6l¢iim sonuglarini
etkilememesi i¢in, kullanilan distile su, Olgiimlerden 6nce NaCl ile 50 uS
iletkenlige ayarlanmigtir.

pH Ol¢iimii

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki pH degerleri, pH-metre cihaz1 kullanilarak
belirlenmistir.
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Reolojik Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki reolojik analizleri i¢in Brookfield koni-plak
reometresi kullanilmistir. Olgiimler, ¢apt 1.2 cm ve egimi 1.565° olan koni ile
25°C sicaklikta gergeklestirilmistir.

Koni-plak viskozimetresinde, koni degisik hizlarda dondiiriildiik¢e, donen koni ile
sabit plak arasindaki boslukta bulunan 6rnek kaymaya ugrar. Degisik kayma
hizlarina kars1, koni {izerinde olusan kayma gerilimi ve viskozite ekrandan okunur.

Sedimentasyon

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerde ¢okme olup olmadig1 santrifiij kullanilarak, 500 ve
1000 rpm’de belirlenmistir.

Fiziksel Goriiniis

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki fiziksel goriinlislerindeki degisimler, gorsel olarak
incelenmistir.

Morfolojik Inceleme

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360.
giin morfolojik incelemelerinde, yilizey Ozellikleri ve sekilleri taramali elektron
mikroskobu ile belirlenmistir. Formiilasyonlarin analizinde liyofilize SLN
kullanilmastir.

Termal Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki termal analizleri, DSC kullanilarak belirlenmistir.
Basing yardimiyla sikica kapatilan aluminyum ornek kabinda, 10 duyarlilikla
yaklagik olarak 5 mg tartilan 6rneklerin analizleri, bos referansa karsi 200 mL.dk™!
azot gazi akis hiz1, 5 K.dk™ sicaklik artis hizi ve yine 5 K.dk' soguma hizi ile
25-100°C araliginda gerceklestirilmistir. Formiilasyonlarin analizleri igin liyofilize
SLN kullanilmistir.

X-Isint Kirtnim Analizi

0. zaman ve 360. giin X-1s1n1 kirinim analizleri, 4-40°C araliginda, 40 kV voltaj ve
20 mA akim siddetinde jeneratér kullanilarak yapilmistir. Formiilasyonlarin
analizi i¢in liyofilize SLN kullanilmustir.

FT-IR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin 0. zaman ve 360.
giin FT-IR analizlerinde, 400-4000 cm™ arasinda spektrumlar alinmustir.
Formiilasyonlarin analizi i¢in liyofilize SLN kullanilmustir.

NMR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360.
giin NMR analizlerinde, ¢oziicii olarak doétero-kloroform madddesi kullanilmis ve
spektrumlart alinmistir. Formiilasyonlarin analizi i¢in liyofilize SLN kullanilmustir.
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Kati lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin 0. zaman ve
360. giin etkin madde miktar tayinleri i¢in iki farkli yontem kullanilmigtir. Bunun
nedeni, formiilasyonlarda organik ve inorganik iki farkli etkin maddenin olmasidir.

Eusolex® OCR Miktar T. ayini

Hazirlanan SLN formiilasyonlarinda OCR miktar tayini icin HPLC kullanilmustir.
Yontem validasyonu yapilmis, dogrulugu ve giivenilirligi kanitlanmistir.
Uygulanan yontemin secicilik 6zelligi SLN sistemleri i¢in ayrica incelenmis;
etkin madde ve IS piklerine, formiilasyondaki diger bilesenlerin girisim etkisinin
olmadig1 belirlenmistir.

Miktar tayini calismasinda oncelikle IS icin stok ¢dzeltisi hazirlanms ve her
6lciimde bu stok ¢ozeltisinden ayni1 miktar kullanilmistir.

I¢c Standart Madde Cézeltisinin Hazirlanmast

Yapilan 6n-galismalarda, IS olarak Siklosporin A maddesinin kullanilmasia
karar verilmistir. 10.1 mg tam tartilan Siklosporin A, 50 mL’ye hareketli faz ile
(0.202 mg.mL'l) tamamlanmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

SLN siispansiyonunda serbest halde (suda) bulunan etkin madde miktarim
hesaplamak i¢in, yaklasik 1 mL siispansiyon tam tartilmis ve dis faz 9 mL distile
su ile seyreltilmistir. Bu siispansiyondan 1 mL almmus, 0.4 mL IS ¢ozeltisi ve
0.6 mL hareketli faz ile 2 mL’ye tamamlanmistir. Siispansiyonun sulu kismini kati
lipitlerden ayirmak i¢in, 0.2 pm’lik poliamit enjektor filtresi ile slizme islemi
yapilmis ve 1 mL saydam siiziintii elde edilerek kolona uygulanmistir.

SLN siispansiyonlarinda yiizeye tutunmus olan etkin madde miktarin1 hesaplamak
icin, yiizeyde ve serbest halde bulunan etkin madde miktarlar1 bulunmus ve
serbest halde bulunan etkin madde miktar1 bu degerden c¢ikarilmistir. Yaklagik
30 mg tam tartilmig SLN siispansiyonu 10 mL’ye etanol ile tamamlanmis,
ultrasonik banyoda 5 dakika 25°C’ta bekletilmis ve 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen saydam kistmdan 1 mL almmis, 0.4 mL IS
cozeltisi ve 0.6 mL hareketli faz ile 2 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu
cozelti stiziilerek, 1 mL’lik siizlintii elde edilmis ve kolona uygulanmistir.

SLN siispansiyonlarinda kati lipitin ig¢ine hapsedilmis etkin madde miktarinm
hesaplamak icin, formiilasyondaki toplam etkin madde miktar1 bulunmus,
ylizeyde ve serbest halde bulunan etkin madde miktar1 bu degerden ¢ikarilmistir.
Yaklastk 30 mg tam tartilmis SLN siispansiyonu 10 mL’ye etanol ile
tamamlanmis, ultrasonik banyoda 5 dakika 70°C’ta sikica kapatilarak bekletilmis
ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen saydam kisimdan 1 mL
alinmus, 0.4 mL IS ¢ozeltisi ve 0.6 mL hareketli faz ile 2 mL’ye tamamlanmustir.
Hazirlanan bu c¢ozelti siiziilerek, 1 mL’lik siiziintii elde edilmis ve kolona
uygulanmistir.

Deneyler her 6rnek icin 6 kere tekrarlanmis ve formiilasyonlardaki etkin madde
miktarlar1 % geri kazanim olarak ifade edilmistir. Sonuclarla beraber SH, BSS
ve % 95 CI degerleri de hesaplanmugtir.
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Cinko Oksit Miktar Tayini

Hazirlanan SLN formiilasyonlarinda, ZnO miktar tayini i¢in optik emisyon
spektroskopisi kullanilmigtir. Formiilasyonlarda bulanan tek inorganik madde olan
ZnO, yiiksek sicakliklara dayanikli ve erime derecesi 1975°C oldugu i¢in kiil
firninda yakilmisg; diger bilesenlerden ayrilmasi saglanmistir. Seyreltik asitlerde
¢0Oziindiigil i¢in ¢oziicli olarak seyreltik hidroklorik asit kullanilmistir.

ICP-OES kullanilarak, once formiilasyonlardaki ¢inko miktarlart bulunmus ve
sonra molekiil agirliklar kullanilarak, ZnO miktarlarina gecis yapilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Krozede 1.0 g tam tartilan SLN siispansiyonunun, 500°C’ta 5 saat yakilarak,
organik bilesenlerden ayrilmasi saglanmigtir. 5 mL derisik hidroklorik asit 100
mL’ye distile su ile seyreltilmis ve bu ¢ozelti kullanilarak yakma isleminden kalan
artik 25 mL’ye tamamlanmistir. Coziinme isleminden sonra tekdiize dagilim igin
ornekler 25°C’ta 2 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. 25 mL olarak
hazirlanmis Ornekler optik emisyon spektroskopisi i¢in ¢ok derigik bulunmus ve
tekrar 1:10 seyreltilerek, ICP-OES cihazinda 6l¢timleri gerceklestirilmistir.

Yontem sirasinda uygulanan ¢alisma kosullari, Cizelge 11°de verilmistir.

Cizelge 11. Optik emisyon spektroskopisi calisma kosullar:

kaynak denklestirme 15 sn
ornek akis hizi 1.5 mL.dk™
giic 1450 W
olciim tekrari 3
gecikme zamam 10 sn
olciim pozisyonu dikey
plazma 16 L. dk™!
torcll(t A;; gazl yardimci 02 L.dk"
s nebulizer 0.55 L. dk™!

Deneyler herbir 6rnek i¢in 3 kere tekrarlanmis ve formiilasyonlardaki etkin madde
miktarlart % geri kazanim olarak ifade edilmistir. Sonuglarla beraber SH, BSS
ve % 95 CI degerleri de hesaplanmugtir.

Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Yapilan In Vitro Cahsmalar

Hazirlanan SLN formiilasyonlarinin giines 1sinlarini siiziicti etkinlikleri, in vitro
ortamda Transpore™ testi ile belirlenmistir.

Transpore™ Test

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN siispansiyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki UV absorbanslarinin o6l¢imii igin
Transpore™ testi kullanilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar, kuvartz UV
kiivetlerine yapistirilan Transpore™ bantimin iizerine, 2 mg.cm™ olacak sekilde
parmak eldiven kullanilarak diizgiin sekilde siiriilmiistiir. Uygulamadan sonra 15
dakika kurumaya birakilan oOrneklerin, bos Transpore™ bant1 yapistirilmis
referansa karsi, 280-400 nm aralifinda UV spektrofotometresi kullanilarak
spektrumlar1 alinmistir. Sonuglar her formiilasyon ig¢in karsilagtirmali olarak
verilmigtir.
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Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi
Bilesenlerin Secimi

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda, yagh faz olarak Miglyol® 812 N,
YEM olarak Abil® EM 90, Y.YEM olarak izopropil alkol ve sulu faz olarak distile
su kullanilmistir.

On-formiilasyonlar

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasi igin titrasyon yontemi
kullanilmig ve etkin madde igermeyen On-formiilasyonlar ile c¢alismalara
baglanmistir. YEM ve Y.YEM orant 1:1 olarak belirlenmis ve toplam 10 g
tizerinden 9 ayr formiilasyon hazirlanmistir (Cizelge 12). Yag, YEM ve Y.YEM
karisimi su banyosunda 70°C’a 1sitilmig ve karistirma sirasinda, formiilasyon su
banyosu i¢inde bekletilerek sicaklik sabit tutulmustur. Mekanik karistirici ile 300
rpm’de karigtirilirken biiretten damla damla su ilave edilmistir. Bu isleme,
bulaniklik goriilen noktaya kadar devam edilmis ve karisimin bozulmadan i¢ faza
alabildigi distile su miktari, mL cinsinden kaydedilmistir.

Cizelge 12. 70°C ve 300 rpm’de hazirlanan mikroemiilsiyon 6n-formiilasyonlar:

Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (1:1) YEM+Y.YEM Distile Su

F1 1.00 4.50 :4.50 9.00 1.32
F2 2.00 4.00 : 4.00 8.00 1.44
F3 3.00 3.50:3.50 7.00 0.79
F4 4.00 3.00:3.00 6.00 1.16
F5 5.00 2.50:2.50 5.00 0.74
F6 6.00 2.00:2.00 4.00 0.48
F7 7.00 1.50:1.50 3.00 0.33
F8 8.00 1.00: 1.00 2.00 0.51
F9 9.00 0.50:0.50 1.00 -

Formiilasyonlarda Y.YEM olarak kullanilan izopropil alkoliin 70°C karistirma
sicakliginda uctugu ve hazirlanan on-formiilasyonlarda bilesenlerin oranlarinin
degistigi gozlenmistir. Bu nedenle, titrasyon sonucu bulunan su miktarlar1 tutarl
cikmamustir. Formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in 70°C sicaklikta ¢alisiimasindan
vazgecilmis ve bunun yerine 25°C’lik oda sicakliginda c¢alisilmasi daha uygun
goriilmiistiir.

YEM ve Y.YEM oranlan 1:1, 1:2, 1:3, 2:1 ve 3:1 olarak belirlenmis ve toplam
10 g fzerinden yeni formiilasyonlar hazirlanmistir. Karistirma sirasinda,
formiilasyon su banyosu iginde bekletilmis ve sicaklik 25°C’ta sabit tutulmustur.
300, 500 ve 1000 rpm olacak sekilde farkli karistirma hizlar1 denenerek distile su
ile titrasyon yapilmig ve harcanan su miktarlar1 mL cinsinden kaydedilmistir.
Formiilasyonlarda uygulanan karistirma hizi arttik¢a, kopiik olusumunun da arttigi
gbozlenmistir. Bu durum, bulaniklik olusumunun izlenmesini giiclestirmis ve
formiilasyonlarin hazirlanmasinda 300 rpm karistirma hizinin kullanilmasi uygun
gOriilmiistiir.

25°C oda sicakligr ve 300 rpm karistirma hizinda hazirlanan formiilasyonlardan,
su miktarlar1 sorunsuz olarak bulunan ve faz ayrimi gézlenmeyenler Cizelge 13’te
verilmistir.
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Cizelge 13. 25°C ve 300 rpm’de hazirlanan mikroemiilsiyon 6n-formiilasyonlari

Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (1:1) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 1.00 4.50:4.50 9.00 -
F2 2.00 4.00 : 4.00 8.00 0.77
F3 3.00 3.50:3.50 7.00 0.70
F4 4.00 3.00:3.00 6.00 0.54
F5 5.00 2.50:2.50 5.00 0.40
F6 6.00 2.00:2.00 4.00 0.22
F7 7.00 1.50:1.50 3.00 0.17
F8 8.00 1.00: 1.00 2.00 0.11
F9 9.00 0.50:0.50 1.00 -
Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (1:2) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 1.00 3.00:6.00 9.00 -
F2 2.00 2.67:5.33 8.00 -
F3 3.00 2.33:4.67 7.00 0.78
F4 4.00 2.00: 4.00 6.00 0.74
F5 5.00 1.67:3.33 5.00 0.50
F6 6.00 1.33:2.67 4.00 0.32
F7 7.00 1.00: 2.00 3.00 0.20
F8 8.00 0.67:1.33 2.00 -
F9 9.00 0.33:0.67 1.00 -
Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (1:3) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 1.00 2.25:6.75 9.00 -
F2 2.00 2.00: 6.00 8.00 -
F3 3.00 1.75:5.25 7.00 -
F4 4.00 1.50:4.50 6.00 -
F5 5.00 1.25:3.75 5.00 0.71
F6 6.00 1.00: 3.00 4.00 0.42
F7 7.00 0.75:2.25 3.00 0.27
F8 8.00 0.50:1.50 2.00 -
F9 9.00 0.25:0.75 1.00 -
Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (2:1) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 1.00 6.00 : 3.00 9.00 0.97
F2 2.00 5.33:2.67 8.00 0.88
F3 3.00 4.67:2.33 7.00 0.49
F4 4.00 4.00 : 2.00 6.00 0.31
F5 5.00 3.33:1.67 5.00 0.19
F6 6.00 2.67:1.33 4.00 0.12
F7 7.00 2.00:1.00 3.00 0.06
F8 8.00 1.33:0.67 2.00 -
F9 9.00 0.67:0.33 1.00 -

Hazirlanan On-formiilasyonlardan sonra, liggen faz diyagramima ge¢mek igin
calisma araligi daraltilmis ve toplam 10 g olmak iizere 7 adet formiilasyon
tizerinden calismalara devam edilmistir. Formiilasyonlar 300 rpm karigtirma
hizinda ve 25°C oda sicakliginda hazirlanmistir (Cizelge 14).
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Cizelge 14. Uggen faz diyagram ciziminde kullanilmak iizere hazirlanan mikroemiilsiyon

formiilasyonlar:
Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (1:1) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 2.00 4.00 : 4.00 8.00 0.77
F2 3.00 3.50:3.50 7.00 0.70
F3 4.00 3.00:3.00 6.00 0.54
F4 5.00 2.50:2.50 5.00 0.40
F5 6.00 2.00:2.00 4.00 0.22
F6 7.00 1.50:1.50 3.00 0.17
F7 8.00 1.00 : 1.00 2.00 0.11
Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (1:2) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 4.00 2.00:4.00 6.00 0.74
F2 4.50 1.83:3.67 5.50 0.63
F3 5.00 1.67:3.33 5.00 0.50
F4 5.50 1.50: 3.00 4.50 0.44
F5 6.00 1.33:2.67 4.00 0.32
F6 6.50 1.17:2.33 3.50 0.27
F7 7.00 1.00 : 2.00 3.00 0.20
Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (1:3) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 4.50 1.38:4.12 5.50 0.75
F2 5.00 1.25:3.75 5.00 0.71
F3 5.50 1.13:3.37 4.50 0.54
F4 6.00 1.00 : 3.00 4.00 0.42
F5 6.50 0.88:2.62 3.50 0.33
F6 7.00 0.75:2.25 3.00 0.27
F7 7.50 0.63:1.87 2.50 0.12
Formiilasyon (g) Yag YEM:Y.YEM (2:1) YEM+Y.YEM Distile Su
F1 1.00 6.00 :3.00 9.00 0.97
F2 2.00 5.33:2.67 8.00 0.88
F3 3.00 4.67:2.33 7.00 0.49
F4 4.00 4.00:2.00 6.00 0.31
F5 5.00 3.33:1.67 5.00 0.19
F6 6.00 2.67:1.33 4.00 0.12
F7 7.00 2.00:1.00 3.00 0.06

Ucgen Faz Diyagrami

Uggen faz diyagrammin ¢izilmesi igin hazirlanan formiilasyonlardaki yag, YEM,
Y.YEM ve su miktarlar1 % olarak hesaplanmis ve Cizelge 15°te gosterilmistir. Bu
degerler cizelgeye ve faz diyagramina gegirilitken, 10 g formiilasyona su
eklendikten sonra hesaplanan % degerleri dikkate alinmistir. Bilesenlerin
kullanim ylizdelerine gore bulunan noktalar ti¢gen faz diyagraminda
isaretlenmistir. Farkli oranlarda yapilan calismalar i¢in, ayr ticgen faz diyagrami
cizilmigtir. Diyagramlarda en biiyiik mikroemiilsiyon alanina sahip olan1 se¢ilmis,
agirlik merkezinden hesaplanan % degerlere gdre yeniden etkin maddesiz
mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlanmis ve kararliligini incelemek i¢in 2 hafta
oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siire sonunda, faz ayrimi gézlenmemis ve etkin
madde i¢eren formiilasyonlarin hazirlanmasina baglanmistir.
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Cizelge 15. Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin % (a/a) degerleri

Formiilasyon (%) Yag YEM+Y.YEM (1:1) Distile Su
F1 18.57 74.28 7.15
F2 28.04 65.42 6.54
F3 37.95 56.93 5.12
F4 48.08 48.08 3.85
F5 58.71 39.14 2.15
F6 68.83 29.50 1.67
F7 79.13 19.78 1.09
Formiilasyon (%) Yag YEM+Y.YEM (1:2) Distile Su
F1 37.24 55.87 6.89
F2 42.33 51.74 593
F3 47.62 47.62 4.76
F4 52.68 43.10 4.21
F5 58.14 38.76 3.10
F6 63.29 34.08 2.63
F7 68.63 29.41 1.96
Formiilasyon (%) Yag YEM+Y.YEM (1:3) Distile Su
Fl1 41.86 51.16 6.98
F2 46.69 46.69 6.63
F3 52.18 42.69 5.12
F4 57.58 38.39 4.03
F5 62.92 33.88 3.19
F6 68.16 29.21 2.63
F7 74.11 24.70 1.19
Formiilasyon (%) Yag YEM+Y.YEM (2:1) Distile Su
F1 9.12 82.04 8.84
F2 18.38 73.53 8.09
F3 28.60 66.73 4.67
F4 38.80 58.20 3.01
F5 49.07 49.07 1.86
F6 59.29 39.53 1.19
F7 69.58 29.82 0.60

Etkin Madde I¢eren Mikroemiilsiyon Formiilasyonlart

Cizilen liggen faz diyagramlari i¢inde, 1:1 oraninda YEM ve Y.YEM igeren
formiilasyonun, en biiylik mikroemiilsiyon alanma sahip oldugu bulunmustur.
Miglyol® 812 N, Abil® EM 90, izopropil alkol ve % 2 oraninda OCR igeren
karisim, 25°C’lik oda sicakliginda mekanik karigtirict ile 300 rpm sabit hizda
kanistirllmistir. Hazirlanan bu karisima hesaplanan miktarda su damla damla
eklenerek, etkin madde iceren mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlanmis ve 1
hafta oda sicakliginda bekletilerek, faz ayrimi olusup olugsmadigi incelenmistir.

OCR igeren formiilasyon, ME, saydam mikroemiilsiyon olustururken, ZnO igeren
formiilasyon, MC, siispansiyon halinde kalmistir. Hazirlanan etkin maddesiz ve
etkin maddeli formiilasyonlarinin iginde bulunan bilesenlerin % degerleri Cizelge
16°da verilmistir.
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Cizelge 16. Etkin maddeli ve etkin maddesiz mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
% (a/a) degerleri

Bilesenlerin % (a/a) degerleri

Etkin maddesiz OCR iceren ZnO iceren
formiilasyon (MB) formiilasyon (ME) formiilasyon (MC)
Etkin madde - 2.00 2.00
Miglyol® 812 N 40.41 38.41 38.41
Abil® EM 90 28.57 28.57 28.57
izopropil alkol 28.57 28.57 28.57
Distile su 2.44 2.44 2.44

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon ve Kararhhk
Cahismalan

Hazirlanan mikroemiilsiyon sistemlerinin fiziksel o6zelliklerini incelemek i¢in
preparatlar 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmustur. Formiilasyonlarin
kararlilik testleri onceden belirlenen periyotlarda (15., 30., 90., 180. ve 360.
giinlerde) gergeklestirilmistir.

Damlacik ve Parcacik Biiyiikliigii Dagilin

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki damlacik ve pargacik biiyiikligii dagilimi lazer
kirinim cihazi kullanilarak belirlenmistir.

Zeta potansiyel ve Elektriksel Iletkenlik

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki zeta potansiyelleri ve elektriksel iletkenlikleri
Malvern Zetasizer cihazi kullamlarak belirlenmistir. Olgiimler, tek kullanimlik
zeta hiicrelerinde, 25°C oda sicakliginda, distile su ile seyreltilerek yapilmistir.

Distile sudaki iletkenligin neden olabilecegi kiigiik degisimlerin 6l¢iim sonuglarini
etkilememesi i¢in, kullanilan distile su, Olglimlerden 6nce NaCl ile 50 uS
iletkenlige ayarlanmistir.

pH Olciimii

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki pH degerleri, pH-metre cihaz1 kullanilarak
belirlenmistir.

Faz Ayrimi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerde faz ayrimi olup olmadigi, 500 ve 1000 rpm’de santrifiij
kullanilarak belirlenmistir.

Reolojik Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki reolojik analizi i¢in Brookfield koni-plak reometresi
kullanilmistir. Olgiimler, cap1 1.2 cm ve egimi 1.565° olan koni ile 25°C sicaklikta
gergeklestirilmistir.
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Fiziksel Goriiniis

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki fiziksel goriintislerindeki degisimler gorsel olarak
incelenmistir.

Morfolojik Inceleme

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360.
giin morfolojik 6zellikleri, Nicon Eclipse E4000 151k mikroskobu ile belirlenmistir.

Tip Tayini

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerde dis fazlar1 yag ile seyreltilmis, i¢ fazdaki su
damlaciklar1 metilen mavisi ile boyanmis ve tip tayinleri yapilmistir.

FT-IR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360.
giin FT-IR analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda spektrumlar alinmustir.

NMR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360.
giin NMR analizlerinde ¢o6ziicli olarak ddtero-kloroform maddesi kullanilmig ve
spektrumlar1 alinmustir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
0. zaman ve 360. giin etkin madde miktar tayinleri i¢in iki farkli yontem
kullanilmustir.

Eusolex® OCR Miktar T. ayini

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda, OCR miktar tayini icin HPLC
kullanilmistir.  Yontem validasyonu yapilmis, dogrulugu ve giivenilirligi
kanitlanmistir. Uygulanan yontemin segicilik 6zelligi, mikroemdiilsiyon sistemleri
icin ayrica incelenmis, etkin madde ve IS pikinin formiilasyondaki diger
bilesenlerle girisim gerceklestirmedigi belirlenmistir.

Miktar tayini calismasinda oncelikle IS icin stok ¢dzeltisi hazirlanms ve her
6lciimde bu stok ¢ozeltisinden ayni1 miktar kullanilmistir.

I¢c Standart Madde Cézeltisinin Hazirlanmast

Yapilan &n-galismalarda, IS olarak Siklosporin A maddesinin kullanilmasia
karar verilmistir. 10.1 mg tam tartilan Siklosporin A, 50 mL’ye hareketli faz ile
(0.202 mg.mL'l) tamamlanmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Yaklasik 30 mg tam tartilmis mikroemiilsiyon formiilasyonu 10 mL’ye etanol ile
tamamlanmig, ultrasonik banyoda 5 dakika 25°C’ta bekletilmistir. Elde edilen
karisimdan 1 mL alinmus, 0.4 mL IS ¢dzeltisi ve 0.6 mL hareketli faz ile 2 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti 0.2 pm’lik enjektor filtresi ile stiziilerek,
1 mLlik siiziintii elde edilmis ve kolona uygulanmustir.
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Deneyler herbir 6rnek i¢in 6 kere tekrarlanmis ve formiilasyonlardaki etkin madde
miktarlart % geri kazanim olarak ifade edilmistir. Sonuclarla beraber SH, BSS
ve % 95 CI degerleri de hesaplanmugtir.

Cinko Oksit Miktar Tayini

ICP-OES kullanilarak, once formiilasyonlardaki ¢inko miktarlart bulunmus ve
sonra molekiil agirliklar kullanilarak, ZnO miktarlarina gecis yapilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Krozede 0.5 g tam tartilan mikroemiilsiyon formiilasyonunun, 500°C’ta yakilarak
organik bilesenlerden ayrilmasi saglanmigtir. 5 mL derisik hidroklorik asit 100
mL’ye distile su ile seyreltilmis ve bu ¢ozelti kullanilarak yakma isleminden kalan
artik 25 mL’ye tamamlanmistir. Coziinme isleminden sonra tekdiize dagilim igin
ornekler 25°C’ta 2 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. 25 mL olarak
hazirlanmis 6rnekler, optik emisyon spektroskopisi i¢in ¢ok derisik bulunmus ve
tekrar 1:10 seyreltilerek, ICP-OES cihazinda 6l¢timleri gerceklestirilmistir.

Deneyler herbir 6rnek i¢in 3 kere tekrarlanmis ve formiilasyonlardaki etkin madde
miktarlar1 % geri kazanim olarak ifade edilmistir. Sonuclarla beraber SH, BSS
ve % 95 CI degerleri de hesaplanmugtir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Yapilan In Vitro Cahsmalar

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin  giines 1sinlarint  siiziicii
etkinlikleri, in vitro ortamda Transpore™ testi ile belirlenmistir.

Transpore™ Test

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin,
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki UV absorbanslarinin 6l¢limii igin
Transpore™ testi kullanilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar, kuvartz UV
kiivetlerine yapistirilan Transpore™ bantimin iizerine, 2 mg.cm™ olacak sekilde
parmak eldiven kullanilarak diizgiin sekilde siiriilmiistiir. Uygulamadan sonra 15
dakika kurumaya birakilan Orneklerin, bos Transpore™ banti yapistirilmis
referansa karsi, 280-400 nm araliginda UV spektrofotometresi kullanilarak,
spektrumlart alinmistir. Sonuglar her formiilasyon i¢in karsilastirmali olarak
verilmistir.

Krem Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Hazirlanan mikroemiilsiyonlar % 2 oraninda etkin madde igerirken, SLN
stispansiyonlarina % 0.6 oraninda etkin madde yiiklemesi yapilabilmigtir. Ayn
miktarda etkin madde igeren formiilasyonlarin karsilastirilabilmesi i¢in, yeni bir
tagiyict sisteme ihtiyag duyulmustur. Hazirlanan mikroemiilsiyon sistemi ig¢inde
liyofilize edilmis SLN’ler kullanilarak, krem formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

Mikroemiilsiyon ve Liyofilize Kati lipit Nanopartikiillerin Formiilasyonu

30 g lizerinden hazirlanan SLN siispansiyonun i¢indeki bilesenler ve miktarlar
Cizelge 17°de tekrar verilmistir. Liyofilizasyon isleminden sonra formiilasyonda
bulunan 26.820 g su uzaklastirilmis ve toplam 3.180 g liyofilize SLN elde
edilmigtir. Bu miktarin 0.180 g’1 da (yaklasik olarak % 5.66) etkin maddedir.
Mikroemiilsiyon formiilasyonuna, etkin madde oran1 % 2 olacak sekilde liyofilize
SLN eklenmis ve bu miktar yagl fazdan diistilmiistiir.
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Formiilasyonun tekdiize dagilimi i¢in karistirma islemi, mekanik karistirici ile su
banyosunda 50°C’ta yapilmis ve krem seklinde yeni bir formiilasyon elde
edilmistir.

Cizelge 17. Kati lipit nanopartikiil formiilasyonundaki bilesenler

Dynasan® 116 1.800 g
Etkin Madde 0.180 g
Tween® 80 1.200 g
Distile Su 26.820 g

Hazirlanan etkin maddesiz ve etkin maddeli krem formiilasyonlarinin iginde
bulunan bilesenlerin % degerleri Cizelge 18’de verilmistir. Formiilasyonlarda
kullanilan 35.33 g liyofilize SLN igerisinde 2 g etkin madde bulunmaktadir.

Cizelge 18. Etkin maddeli ve etkin maddesiz krem formiilasyonlarinin % (a/a) degerleri

Bilesenlerin % (a/a) degerleri

Etkin maddesiz OCR iceren ZnO iceren
formiilasyon (KB) formiilasyon (KE) formiilasyon (KC)
Liyofilize SLN 35.33 35.33 35.33
Miglyol® 812 N 5.09 5.09 5.09
Abil® EM 90 28.57 28.57 28.57
izopropil alkol 28.57 28.57 28.57
Distile su 2.44 2.44 2.44
SLN icindeki ) 2.00 2.00

etkin madde

Formiilasyonlarin  hazirlanmasindan sonra karakterizasyon ve kararlilik
calismalarina baglanmustir.

Krem Formiilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon ve Kararhhk
Calismalar:

Hazirlanan krem formiilasyonlarinin fiziksel o6zelliklerini incelemek icin
preparatlar 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmustur. Formiilasyonlarin
kararlilik testleri onceden belirlenen periyotlarda (15., 30., 90., 180. ve 360.
giinlerde) gergeklestirilmistir.

pH Ol¢iimii

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki pH degerleri, pH-metre cihazi kullanilarak
belirlenmistir.

Reolojik Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki reolojik analizleri i¢in Brookfield koni-plak
reometresi kullanilmistir. Olgiimler, ¢apt 1.2 cm ve egimi 1.565° olan koni ile
25°C sicaklikta gergeklestirilmistir.

Fiziksel Goriiniig

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki fiziksel goriiniislerindeki degisimler gorsel
olarak incelenmistir.
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Termal Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. gilinlerdeki termal analizleri, DSC kullanilarak belirlenmistir.

Basing yardimiyla sikica kapatilan aluminyum ornek kabinda, 10™* duyarlilikla
yaklasik olarak 5 mg tartilan drneklerin analizleri, bos referansa karst 200 mL.dk™
azot gazi akis hizi, 5 K.dk' sicaklik artis1 ve yine 5 K.dk"' soguma hizi ile
25-100°C araliginda gergeklestirilmistir.

Faz Ayrinu

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinda, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerde faz ayrimi olup olmadig1r gorsel olarak
belirlenmistir.

X-Isin1 Kirtnim Analizi

Hazirlanan krem formiilasyonlarinin, 0. zaman ve 360. giin X-1sin1 kirinim
analizleri, 4-40°C araliginda, 40 kV voltaj ve 20 mA akim siddetinde jenerator
kullanilarak yapilmistir.

FT-IR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman ve
360. giin FT-IR analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda spektrumlar alinmustir.

NMR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman ve
360. giin NMR analizlerinde ¢06ziicii olarak dotero-kloroform madddesi
kullanilmig ve spektrumlar1 alinmastir.

Krem Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin 0. zaman ve
360. giin etkin madde miktar tayinleri i¢in iki farkli yontem kullanilmistir.

Bunun nedeni, formiilasyonlarda organik ve inorganik iki farkli etkin maddenin
olmasidir.

Eusolex® OCR Miktar Tayini

Hazirlanan krem formiilasyonlarinda, OCR miktar tayini i¢in HPLC kullanilmugtur.
Yontem validasyonu yapilmis, dogrulugu ve giivenilirligi kanitlanmistir.

Uygulanan yontemin segicilik 6zelligi, krem sistemleri i¢in ayrica incelenmis,
etkin madde ve IS pikinin formiilasyondaki diger bilesenlerle girisim
gerceklestirmedigi belirlenmistir.

Miktar tayini calismasinda oncelikle IS icin stok c¢ozeltisi hazirlannms ve her
Olciimde bu stok ¢ozeltisinden ayn1 miktar kullanilmistir.

I¢ Standart Madde Cézeltisinin Hazirlanmast

Yapilan 6n-calismalarda, IS olarak Siklosporin A maddesinin kullanilmasina
karar verilmistir. 10.1 mg tam tartilan Siklosporin A, 50 mL’ye hareketli faz ile
(0.202 mg.mL") tamamlanmustur.
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Orneklerin Hazirlanmasi

Yaklastk 30 mg tam tartilmis krem formiilasyonu 10 mL’ye etanol ile
tamamlanmis, ultrasonik banyoda 5 dakika 70°C’ta bekletilmistir.

Elde edilen karisimdan 1 mL alinmus, 0.4 mL IS ¢ozeltisi ve 0.6 mL hareketli faz
ile 2 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti 0.2 pm’lik enjektor filtresi ile
stiziilerek, 1 mL’lik siiziintii elde edilmis ve kolona uygulanmistir.

Deneyler herbir 6rnek i¢in 6 kere tekrarlanmis ve formiilasyonlardaki etkin madde
miktarlar1 % geri kazanim olarak ifade edilmistir. Sonuclarla beraber SH, BSS
ve % 95 CI degerleri de hesaplanmugtir.

Cinko Oksit Miktar Tayini

ICP-OES kullanilarak, once formiilasyonlardaki ¢inko miktarlart bulunmus ve
sonra molekiil agirliklar kullanilarak, ZnO miktarlarina gecis yapilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Krozede 0.5 g tam tartilan krem formiilasyonunun, 500°C’ta yakilarak organik
bilesenlerden ayrilmasi saglanmigtir. 5 mL derisik hidroklorik asit 100 mL’ye
distile su ile seyreltilmis ve bu ¢ozelti kullanilarak yakma isleminden kalan artik
25 mL’ye tamamlanmistir.

Coziinme isleminden sonra tekdiize dagilim icin Ornekler 25°C’ta 2 dakika
ultrasonik banyoda bekletilmistir. 25 mL olarak hazirlanmig Ornekler, optik
emisyon spektroskopisi i¢in ¢ok derisik bulunmus ve tekrar 1:10 seyreltilerek,
ICP-OES cihazinda ol¢timleri gergeklestirilmigtir.

Deneyler herbir 6rnek i¢in 3 kere tekrarlanmis ve formiilasyonlardaki etkin madde
miktarlart % geri kazanim olarak ifade edilmistir. Sonuglarla beraber SH, BSS
ve % 95 CI degerleri de hesaplanmugtir.

Krem Formiilasyonlarinda Yapilan /n Vitro Cahsmalar

Hazirlanan krem formiilasyonlarinin gilines 1sinlarini siiziicii etkinlikleri, in vitro
ortamda Transpore™ testi ile belirlenmistir.

Transpore™ Test

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki UV absorbanslarinin ol¢iimii igin
Transpore™ testi kullanilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlar, kuvartz UV Kkiivetlerine yapistirilan Transpore™
bantinin iizerine, 2 mg.cm™ olacak sekilde parmak eldiven kullanilarak diizgiin
sekilde stiriilmiistiir. Uygulamadan sonra 15 dakika kurumaya birakilan 6rneklerin,
bos Transpore™ bant1 yapistirilmis referansa karsi, 280-400 nm araliginda UV
spektrofotometresi kullanilarak spektrumlarr alinmistir. Sonuglar her formiilasyon
icin karsilagtirmali olarak verilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Bu boliimde, formiilasyonlarda kullanilan etkin ve yardimci maddelerin
fizikokimyasal 6zelliklerine ait bulgular ile, hazirlanan SLN, mikroemiilsiyon ve
krem formiilasyonlarindan elde edilen in vitro ¢galisma verileri tartigilmstir.

Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelerle Yapilan Calismalar
Parcacik Biiyiikliigii Dagilimi

Parcacik biiytlikligii ve dagilimi, 6nformiilasyon ve formiilasyon asamalarinda ¢ok
onemlidir (Takka ve ark., 2007). Nanopartikiil ve mikroemiilsiyon gibi sistemlerle
formiilasyon c¢alismalar1 yapilacagt icin, kullanilacak ZnO’nun parcacik
biiylikliigii ve dagiliminin bu sistemler i¢in uygun olup olmadiginin bilinmesi
gereklidir (Kas, 2004).
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Sekil 10. Cinko oksitin distile su icinde parcacik biiyiikliigii dagilimi

Lazer kirmmim cihazi kullanilarak, ZnO’nun ortalama patikiil biiytkligi 427 nm
olarak belirlenmistir (Sekil 10). Bu biiyiikliik, nanopartikiiller i¢in fazla
bulunmus; ancak, hazirlanan formiilasyonlar ultraturraks ile yiliksek devirlerde
karigtirtlip daha sonra bir de yiiksek basing uygulanarak homojenizatorden
gecirildikten sonra parcgacik biiyiikliigiiniin diistiigli goériilmiistiir.

Termal Analiz

Dynasan® 116’nin erime derecesi Ol¢iimii ig¢in, kilcal tiip igerisinde, erime
derecesi tayin cihazi kullanilmigtir.

Deney ¢ kez tekrarlanmigs ve erime derecesi, 63°C olarak hesaplanmistir.

Bulunan bu veri, literatiir bilgileri ile paralellik gostermistir (Olbrich ve ark.,
2002).

Erime derecesi i¢in ayrica DSC kullanilmis, erime ve donma pikleri incelenmistir
(Sekil 11). DSC sonuglarina gore, erime derecesi 62.74°C ve tekrar kristallenme
derecesi 40.81°C olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuglarin, madde spesifikasyonu ve literatiir bilgileri ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir (http-3, Olbrich ve ark., 2002).
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Sekil 11. Dynasan® 116’nin termal analizi

SLN formiilasyonlarmin hazirlanma sicakligi, kati lipitin erime derecesinin
10+1°C iizeri olarak belirlenmistir (Miiller ve ark., 1995). Formiilasyon sicakligi,
su banyosu i¢inde 73+1°C’ta karistirma siiresince sabit tutulmustur. Hazirlanan
formiilasyonlarin, kararlilik testleri sirasinda termal analizleri de incelenmis;
dolayistyla, kat1 lipit ikinci kez eritilip dondurulmustur.

Dynasan® 116’nm 73+1°C sicaklhiktan etkilenip etkilenmedigini incelemek igin,
kat1 lipit 73°C’a kadar 1sitilmis ve oda sicakligina sogutularak tekrar
kristallenmesi saglanmistir. Ayn1 6rnek i¢in ikinci kez termal analiz yapilmis ve
pik siddetleri, erime ve donma dereceleri incelenerek, maddenin 73°C sicakliktan
etkilenmedigi ve kararli kaldig1 bulunmustur.

Dynasan” 116’nm ilk erime derecesi 62.74°C ve ikinci erime derecesi 62.38°C
olarak belirlenmis ve aralarinda 0.36°C sicaklik farki gozlenmistir. Yapilan
calisma 3 kez tekrar edilmis ve sicaklik farkinin ~+1°C araliginda oldugu
belirlenmistir.

Reolojik Analiz

Miglyol® 812 N’nin reolojik analizi sonucunda elde edilen akis o6zelligi
Sekil 12°de verilmistir.

Kullanilan yagin, Bingham modeline % 97.6 uyum gosterdigi goriilmiistiir.
MIGLYOL 812 N Bingham Modeli: %697,6
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Sekil 12. Miglyol® 812 N’nin reogrami
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X-Isint Kirtnim Analizi

Dynasan® 116 ve ZnO’nun X-ig1m1 kirmmm analizleri sonucunda elde edilen X-
1s1n1 kirinim profilleri Sekil 13 ve Sekil 14’te sunulmustur.

Dynasan® 116’nmn  X-isimm1 kirmim  analizinden elde edilen spektrumlarda
karakteristik Dynasan® 116 pikleri gozlenmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin
kararlilik testleri sirasinda da X-isin1 kirinim analizleri gerceklestirilmis; elde
edilen spektrumlar Dynasan® 116’mmn  spektrumu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir.
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Sekil 13. Dynasan® 116’min X-1s1m kirimim profili

Dynasan® 116 nin spektrumunda 16.12, 22.54, 23.56 ve 29.08 (20) derecelerinde
pikler goriliirken, 18.95 (20) derecesinde digerlerine gore daha siddetli ve
karakteristik Dynasan®™ 116 piki goriilmiistiir (http-4).
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Sekil 14. Cinko oksitin X-151n1 kirinim profili

Elde edilen ZnO spektrumunda 31.96, 34.60 ve 36.44 (20) derecelerinde siddetli
ve karakteristik ticlii ZnO pikleri goriilmiistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin, kararlilik testleri sirasinda x-1sin1 kirinim analizleri
incelenmis; ZnO’nun spektrumu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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FT-IR Analizi

Dynasan® 116 ve OCR’nin FT-IR analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda
spektrumlar alinmis ve elde edilen bulgular Sekil 15 ve Sekil 16’da sunulmustur.
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Sekil 15. Dynasan® 116’nin FT-IR spektrumu

Dynasan® 116 nin FT-IR spektrumunda en karakteristik bant olan ester C=0 bant1
1780 cm’de, C-O bandi ise 1200 cm’de gorillmiistir. Dynasan® 116’nmn
yapisindaki alifatik C-H bantlar1 3000 cm™’in hemen altinda, yaklasik olarak
2800 cm™’de goriilmiistiir.

Hazirlanan formiilasyonlarin, kararlilik testleri sirasinda FT-IR analizleri
incelenmis; Dynasan® 116’ n1n spektrumu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 16. Eusolex® OCR’nin FT-IR Spektrumu

Elde edilen OCR spektrumunda en karakteristik bant, C=N yapisindan dolay1
2300 cm™de goriilmiistiir (Shaath ve ark., 1997). Esterin C=0 band1 1730 cm™ ve
C-O bandi ise 1238 cm™’de gelmistir. Alken C=C band1 1588 cm™' ve aromatik
C=C band1 1563, 1490, 1465 ve 1450 cm’de goriilmiistiir. Tek bagh iki halka
icin aromatik hidrojen deformasyonlar1 da 702, 750 ve 769 cm™’de gozlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen spektrumlarda karakteristik OCR pikleri
gbozlenmistir (Shaath ve ark., 1997). Hazirlanan formiilasyonlarin, kararlilik
testleri sirasinda FT-IR analizleri incelenmis; OCR’nin  spektrumu ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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NMR Analizi

Dynasan® 116 ve OCR’nin NMR analizlerinde ¢ziicii olarak, détero-kloroform
madddesi kullanilmis ve spektrumlar1 alinmistir.

L 1l

g0 @ 7o ' 60 = 50 = 4o ' 2o ' 2o | 1o ppm

Sekil 17. Dynasan® 116’min NMR spektrumu

Dynasan® 116’min yapisindaki 98 protondan dolayi, elde edilen NMR
spektrumundaki yapilarin yorumlanmasi zordur. Buna ragmen, genel olarak
bakildiginda, O-CH grubuna ait pik, komsulugundaki ester grubundan 6tiirii 5.5
ppm’e kaymustir.

O-CH; yapisindaki protonlarda da bir kayma olmasi1 beklenmis ve ikili pikler

seklinde 4.6 ppm’de gozlenmistir. Dynasan” 116’mn yapisindaki C;sHs, gruplari
ise 1-3 ppm arasinda ¢oklu pikler seklinde goriilmistiir.
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Sekil 18. Eusolex® OCR’nin NMR Spektrumu

OCR’nin NMR analizi i¢in de ¢Oziicii olarak dotero-kloroform maddesi
kullanilmis ve spektrumu alimmustir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen
spektrumlarda karakteristik OCR pikleri gozlenmistir (Shaath ve ark., 1997).

Hazirlanan formiilasyonlarin, kararlilik testleri sirasinda NMR analizleri de
incelenmis; OCR’nin spektrumu ile karsilagtirilarak, degerlendirilmistir.

OCR’nin yapisindaki 27 protondan dolayi, karisik bir NMR spektrumu elde
edilmistir (Shaath ve ark., 1997). Buna ragmen, 10 aromatik proton 7.5 ppm’de
coklu bir pik seklinde goriilmiistiir. O-CH, yapisindaki protonlarda bir kayma
olmas1 beklenmis ve tek bir protona baglandiklari i¢in 4.1 ppm’de ikili bir pik
seklinde gozlenmistir. Yapidaki alifatik protonlar (15 H) ise 0.8 ppm’den 1.6
ppm’e kadar ¢oklu bir pik seklinde goriilmiistiir.
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Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi icin Validasyon Calismalari
Dogrusallik

IS ve OCR’nin hareketli faz icindeki stok ¢ozeltileri A ve B kullanilarak, 5 farkli
konsantrasyonda OCR igeren ¢dzeltiler hazirlanmistir. Biitiin ¢dzeltilerde 1S nin
konsantrasyonu 3.4x10” M olarak sabit tutulmustur. 1.5x10” - 7.5x10° M OCR
konsantrasyon araliginda hazirlanan kalibrasyon setinin kromatogramlari
Sekil 19°da verilmistir.

mAU

751 = 34x10°M IS+ 7.5x10°M OCR
3.4x10°M 1S + 6.0x10°M OCR ﬂ
3.4x10°M 1S +4.5x10°M OCR

s 3.4x10°M 1S +3.0x10°M OCR
3.4x10°M IS + 1.5x10°M OCR

50 1

251

L VAS W

N

o 2 4 6 & 10 12 14
Dakika

Sekil 19. 1.5x10 - 7.5x10 M Eusolex® OCR konsantrasyon arahginda hazirlanan
kalibrasyon setinin kromatogramlari

Hazirlanan seriler HPLC’ye enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlardaki
alanlar ve alikonma zamanlar1 (Rt) kullanilarak, IS ve OCR i¢in ayr1 ayr1 pik
normalizasyonlar1 (PN) hesaplanmistir (Cizelge 19).

PNis = Alanjs / Rtjg
PNocr = Alanocr / Rtocr
PN orani = PNocr / PNig

Cizelge 19. Dogrusallik calismasi icin hazirlanan seriler

1. Seri 2. Seri 3. Seri Ortalama

OCR (M) PN Oram PN Oram PN Oram PN Oram
1.5x107 0.2146 0.2228 0.2273 0.2216
3.0x107 0.4286 0.4408 0.4575 0.4423
4.5x107 0.6413 0.6599 0.6805 0.6606
6.0x10?° 0.8491 0.8701 0.8948 0.8713
7.5x10° 1.0802 1.0999 1.1217 1.0059

Dogrusallik calismast i¢in hazirlanan serilerde, giin-i¢i ve giinler-arast lineer
regresyon analizi yapilmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 20°de verilmistir.
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Cizelge 20. Giin-ici ve giinler-arasi (pool-days) dogrusallik sonuclari

Giin-ici Giinler-arasi

(n=5) (n=15)

1. Giin 2. Giin 3. Giin Ortalama

Egim 14298.21 14509.52 14792.67 14533.47

Egim SS 142.3018 101.9899 96.3481 195.3594
y-kesisim -0.0027 0.0037 0.0085 0.0032
y-kesisim SS 0.0071 0.0051 0.0048 0.0098
% 95 CI +452.81 +324.54 +306.58 +421.98
r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9988
r’ 0.9997 0.9999 0.9999 0.9977

Dogrusallik esitliginin hesaplanmasi i¢in, OCR’nin konsantrasyon degerlerine
karsi, ii¢ serinin ortalama PN oranlar1 kullanilmistir (Sekil 20).
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r2=0.9977
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Sekil 20. Eusolex® OCR’nin dogrusallik esitligi ve grafigi
g gl ve gralig

Dogruluk calismasi i¢in, calisma araligi icinde Ui¢ farkli konsantrasyonda
(yaklagik 3x107, 4x10° ve 5x10° M) OCR iceren 6rnekler hazirlanmustur.
Yontem iyi geri kazanim sonuglari gostermistir (Cizelge 21).

Cizelge 21. Dogruluk calismasi icin hazirlanan seriler ve % geri kazanim sonuclari (n=6)

OCR Ortalama Geri Kazanim

(M) PN Oram (M) SH BSS
3.01x107 0.4415 3.02x107 0.30 0.74
4.06x10° 0.5915 4.05x10° 0.34 0.84
4.97x10° 0.7247 4.96x107 0.23 0.55
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Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi ile ilgili terarlanabilirlik ve tekrar eldeedilebilirlik
Olciitlerinin degerlendirildigi ii¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta ve yiiksek)
yapilan Ol¢timlerde, % varyans katsayilar1 % 2’nin altinda ise kullanilan yontemin
kesinligi kanitlanmig denebilir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar eldeedilebilirlik test
sonuclarina gore, yontemin kesinligi istenilen araliklar icinde bulunmustur
(Cizelge 22-Cizelge24).

Cizelge 22. Giin-i¢i dogruluk ve kesinlik sonuclar1 (n=6)

OCR Ortalama Geri Kazanim %

(M) PN Orani (M) Ortalama SH % VK
1.50x107 0.2229 1.51x107 100.47 0.25 0.60
4.51x107 0.6562 4.49x107 99.54 0.23 0.55
7.52x107 1.0991 7.54x107 100.22 0.26 0.65

Cizelge 23. Giinler-arasi dogruluk ve kesinlik sonuc¢lar1 (n=6)

OCR Ortalama Geri Kazamim %

(M) PN Orani (M) Ortalama SH % VK
1.50x107 0.2212 1.50x107 99.68 0.34 0.84
4.51x107 0.6574 4.50x107 99.71 0.33 0.81
7.52x107 1.0972 7.53x107 100.05 0.20 0.49

Cizelge 24. Tek konsantrasyonda giin-ici ve giinler-arasi (pool-days) kesinlik sonuclari

Giin-igi Giinler-arasi
(n=6) Ortalama

4x10°M 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
Ortalama

PN Oram 0.6420 0.6668 0.6738 0.6608
BSS 0.5507 1.1331 1.0660 2.3108
SH 0.0014 0.0031 0.0029 0.0036
% 95 CI +0.0037 +0.0079 +0.0075 +0.0076

Secicilik

Segicilik ¢alismas igin hareketli faz, IS, OCR standart: ve formiilasyonlardan elde
edilen kromatogramlar Sekil 21-Sekil 25°te verilmistir.

; Asetonitril:Su (75:25), 210 nm, 1.5 mL/dk akis hizi, 50°C firin (
] el
?
% ;
0 ' 2 ' 4 ' 6 ' 8 ' 10 ' 1z ' 14

Sekil 21. Hareketli faz kromatogrami
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Sekil 23. Eusolex® OCR kromatogrami
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Sekil 24. i¢ standart madde ve Eusolex® OCR kromatogrami

Elde edilen kromatogramlar, OCR ve IS piklerinin birbirlerinden iyi bir bicimde
ayrildigin1 gostermektedir. Bu sonuglara gore, yontem secicidir denilmistir.
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Sekil 25. Hazirlanan formiilasyonlar icin secicilik calismasi
a. Etkin maddesiz ve OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonu
b. Etkin maddesiz ve OCR iceren krem formiilasyonu
¢. Etkin maddesiz ve OCR iceren SLN formiilasyonu
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(serbest OCR)
(serbest + tutunmus OCR)

(serbest + tutunmus + hapsedilmis OCR)
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Duyarlhilhik

Kullanilan analitik yontemlerin diisiik konsantrasyonlar1 saptayabilme yetenegi
olan duyarlilik ¢alismasinda, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmustir.

Saptama Sinirt
LOD, asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir:

LOD = 330

(Esitlik 2)

© = cevabin standart sapmasi
S = kalibrasyon egrisinin egimi
OCR ve IS igeren 6rneklerle kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir. o (standart sapma)
olarak, regresyon dogrusunun y-kesisim degerlerinin standart sapmasi
kullanilmastir.
336 3.3x0.007102274
S 14298.21

Miktar Tayini Stnirt

LOD = =1.64x 10°M

LOQ, asagidaki esilik kullanilarak hesaplanmustir;

10c
S

o = cevabin standart sapmasi

LOQ = (Esitlik 3)

S = kalibrasyon egrisinin egimi
OCR) ve IS igeren drneklerle kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir. 6 (standart sapma)

olarak, regresyon dogrusunun y-kesisim degerlerinin standart sapmasi
kullanilmustir.

~ 106 10x0.007102274 p
LOQ=—g—=—— oo —4.97x 10°M

1.64x10° M ve 4.97x10° M konsantrasyonlar, LOD ve LOQ degerleri igin
yiiksektir. Bunun nedenleri:

o) PDA dedektor kullanilmasi,
o Organik ¢oziict igeriginin yiiksek olmasi ve kismi UV-cutoff etkisi,
o) IS ve etkin maddeyi ayn1 anda yakalamak i¢in Amaxks’ta ¢alisiimamasidir.

Yontemin duyarliligi i¢in kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte Olgiilebilen en
diisiik konsantrasyon 2.5x10” M olarak belirlenmistir. Hesaplanan LOD ve LOQ
bu degerin ¢ok altindadir ve yontemin duyarliliginin uygunlugunu gostermektedir.

Calisma Aralig

Dogrusallik igin, 1.5x10°-7.5x10° M konsantrasyon araliginda hazirlanan
kalibrasyon setleri ile ¢alisilmis ve dogrusal esitlik olusturulmustur. Yontem igin
uygulanan ¢alisma konsantrasyonu, 2.5x107-5.5x10” M araliginda tutulmustur.

Bu yontemde kullanilan calisma araligi, hazirlanan formiilasyonlardaki etkin
madde konsantrasyonlarinin, yaklasik olarak % 60-135’1 kadardir.
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Saglamlik/Tutarlilik (Robustness)

Yontem parametrelerinin ¢esitliligi denenerek, yontemin gilivenilir oldugu
gosterilmistir.

Hareketli Faz

Hareketli faz olarak, metanol:asetonitril:su, metanol:asetonitril ve asetonitril:su
degisik oranlarda denenmistir. Etkin madde ve IS piklerinin birbirlerine
yakinliklari, ayrilmalar1 ve uygun alikonma zamanlar1 i¢in hareketli fazda 75:25
asetonitril:su orani kullanilmustir.

Akis Hizt

Akis hizi, kolonun ézelliklerine uygun olarak, 1-2 mL.dk™ araliginda denenmistir.
En uygun pik sekli ve alikonma zaman i¢in 1.5 mL.dk™" akis hizinda ¢alisilmasina
karar verilmistir.

Enjeksiyon Hacmi

Enjeksiyon hacmi, kolon kosullarina uygun olarak, 10-20 puL araliginda denenmis
ve yapilan biitiin validasyon ¢aligsmalarinda akis hiz1 20 pL olarak uygulanmustir.

Coziicii front’u, yaklasik 1.2 dakikada gelmistir. Kolon hacmi, akis hiz1 ile ¢oziicii
front’unun ¢arpilmasiyla bulunmustur.

Kolon hacmi = 1.5 mL.dk'x 1.2 dk = 1.8 mL

Enjeksiyon hacmi olarak, kolon hacminin % 1’1 (18 pL) uygun goriilmektedir.
Firin Sicakligi

Firin sicakligi, 25-60°C araliginda denenmis ve IS olan Siklosporin A’nin pik
simetrisinin, sicaklik arttikca diizeldigi gozlenmistir. IS, oda sicakliginda sisteme
enjekte edildiginde, pik tabami c¢ok genislemistir. Firin sicakligi 60°C’a
cikarildiginda ise, OCR bozunma {iriinleri vermeye baslamistir. Ayrica, sicaklik
artistndan 1S’nin alikonma zamani hi¢ etkilenmemis ve hep ayni alikonma
zamaninda pik vermistir. OCR ise, sicaklik artis1 ile start’a yaklasmis ve alikonma
zamanin azaldigi goézlenmistir. Firin i¢in en uygun sicaklik olarak 50°C
belirlenmis ve ¢aligmalar bu sicaklikta yapilmistir.

Kolon

Kolon olarak, maddenin apolar yapisindan dolay1, 4.6 x 250 mm, 5 um C;3 ACE
kolon tercih edilmistir. Alikonma zamanlarin1 azaltmak ve piklerin birbirinden
ayrilmasini saglamak i¢in, ayrica, kolon uzunlugu daha kisa ve daha az apolar
olan 4.6 x 150 mm, 5 um Zorbax Eclipse XDB- Cg kolon ile de caligmalar
yapilmustir. Sonug olarak, 4.6 x 250 mm ACE kolon tercih edilerek, caligmalarda
bu kolon kullanilmistir.

I¢c Standart Madde

IS olarak, siklosporin A, fenobarbital ve parasetamol gibi bazi maddeler
denenmistir. IS ile etkin maddenin piklerinin birbirlerine yakin olmasi, alikonma
zamanlar1 ve ortak bir dalga boyunda ikisinin de pik vermesi incelenmistir.
Yapilan denemeler sonucunda, IS olarak, Siklosporin A’nin kullanilmasina karar
verilmistir.
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Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testinin ekipman bilgileri i¢in, HPLC cihazinin pargalari, marka
ve modelleri ile Cizelge 25’te verilmistir. HPLC yontem validasyonu ve miktar
tayini islemleri igin, AUBIBAM’da bulunan, Shimadzu marka cihaz
kullanilmigtir. Cihaz kalibrasyonu en son, Agustos 2005 tarihinde SEM firmasi
tarafindan yapilmistir.

Cizelge 25. Yiiksek basinch sivi kromatografisi cihazinin parca, marka ve modelleri

Parcalar Marka Model
Degazer Shimadzu DGU-14 A
Pompa Shimadzu LC-10 AT VP
Sistem kontrol Shimadzu SCL-10 A VP
Otoenjektor Shimadzu SIL-10 AD
Diode array dedektor Shimadzu SPD-MID A VP
Kolon firint Shimadzu CTO-10 AC VP

Pik Morfolojisi

Yapilan analizlerden elde edilen kromatogramlardaki OCR ve IS’nin pik
morfolojisi (Sekil 26), HPLC cihazinin software’i kullanilarak hesaplanmistir.

o OCR

m A TT
30
ot

0

Rt 9,362 A S59626
Rt 13,045 A 45964135

Sekil 26. Eusolex® OCR igeren formiilasyonun pik morfolojisi

USP tarafindan tanimlanan ve hesaplamalari yapilan sistem uygunluk testi
parametreleri Cizelge 26’da verilmistir

Cizelge 26. Eusolex® OCR iceren formiilasyonun pik morfolojisi sonuglar

Parametreler is OCR
Asimetri Faktori 1.05 0.96
Kapasite Faktorii 6.80 9.87
Pik alaninin % BSS’s1 0.83 0.92
Teorik Tabaka Sayist 12886.54
Segcicilik Faktorii 1.440804
Ayirim Giicii 16.03
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Optik Emisyon Spektroskopisi icin Validasyon Calismalari

Zn miktar tayini ¢aligsmasi icin dnceden kalibre edilmis bir yontem kullanilmastir.
Bu nedenle, validasyon ¢alismasinda sadece dogrusallik parametresi ¢alisilmis ve
dogrusallik esitligi hesaplanmustir.

Dogrusallik

Kalibrasyon standartlarmin hazirlanmasi, NIST SRM 3168’iin 1000 ppm’lik
standart Zn c¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilmistir. % 2’lik HCl ¢ozeltisi
kullanilarak 100 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmis; bu stok cozelti seyreltilerek
10, 20 ve 40 ppm’lik 3 farkli konsanrasyonda Zn standart ¢6zeltisi ile kalibrasyon
seti hazirlanmistir (Cizelge 27).

Cizelge 27. Ug farkh konsantrasyonda ¢inko standart ¢ozeltisi ile hazirlanan kalibrasyon seti

Zn (mg.L")  Ortalama Siddet (n=3) SH BSS
10 627.0 5.3 1.5
20 1210.3 12 0.2
40 24232 5.3 0.4

206.200 nm’de dl¢iim yapilarak, kalibrasyon setinin dogrusallik esitligi ve grafigi
cikarilmistir (Sekil 27). Deney, 3 farkli konsantrasyonda 3 tekrar ile yapilmstir.

=—8—=siddet/C —— Dogrusal (siddet/C) y = 59.985x + 20.517
r2 = 0.9999

3000
2500

2000 "”/’.
1500 4"’//"

1000 .””,,="'.””'

Siddet (cps)

500

0

0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (mg.L™)
Sekil 27. Cinkonun dogrusallik esitligi ve grafigi

Kat1 Lipit Nanopartikiill Formiilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon ve
Kararhhk Cahsmalar

Hazirlanan SLN sistemlerinin fiziksel Ozelliklerini incelemek igin preparatlar
25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmustur. Formiilasyonlarin kararlilik testleri
onceden belirlenen periyotlarda (15., 30., 90., 180. ve 360. giinler)
gergeklestirilmistir.

Parcacik Biiyiikliigii Dagilinmi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki ortalama parcacik buyiikliigii dagilimi1 ve
polidisperslik indisi Sekil 28-Sekil 33’te sunulmustur.
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Parcacik Biiyiikligii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B FSC25-T0 102 nm + 1.410 0.366 = 0.043
FSC25-T15 113 nm + 1.020 0.415+0.036
B FSC25-T30 103 nm + 1.262 0.310 £ 0.064
FSC25-T90 100 nm + 0.956 0.232 +0.052
FSC25-T180 122 nm + 1.197 0.157 £ 0.085
FSC25-T360 148 nm + 1.119 0.149 + 0.054

Sekil 28. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 25°C sicaklikta
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilimi
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1 10 100 1000 10000
Pargacik Biiyiikliigii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH

B FSC4-TO 102 nm + 1.410 0.366 +0.043

FSC4-T15 112 nm + 1.404 0.342 £0.076

B FSC4-T30 110 nm + 0.970 0.350 = 0.068

FSC4-T90 117 nm + 1.118 0.442 £ 0.062

FSC4-T180 129 nm + 0.999 0.421 £0.012

FSC4-T360 162 nm + 1.045 0.529 +£0.076

Sekil 29. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 4°C sicaklikta
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilim
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1 10 100 1000 10000
Parcacik Biiyiikliigii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B FSC40-TO 102 nm + 1.410 0.366 + 0.043
FSC40-T15 109 nm + 1.064 0.279 +0.087
B FSC40-T30 114 nm + 1.355 0.202 +0.089
FSC40-T90 181 nm £ 1.118 0.339 £ 0.038
FSC40-T180 1370 nm + 0.962 0.389 +£0.076
FSC40-T360 1398 nm + 1.014 0.985 +0.028

Sekil 30. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 40°C sicaklikta

0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilimi
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1 10 100 1000 10000
Parcacik Biiyiikligii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B FSE25-TO 117 nm = 1.469 0.243 +£0.044
FSE25-T15 119 nm + 1.191 0.241 £0.016
B FSE25-T30 124 nm =+ 0.848 0.248 +£0.058
FSE25-T90 122 nm + 1.254 0.224 +£0.088
FSE25-T180 139 nm = 0.860 0.145+0.084
FSE25-T360 143 nm = 1.404 0.168 +0.060

Sekil 31. Eusolex® OCR igeren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 25°C sicaklikta

0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilim
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1 10 100 1000 10000
Parcacik Biiyiikliigii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B FSE4-TO 117 nm + 1.469 0.243 £0.044
FSE4-T15 125 nm + 1.153 0.257£0.018
B FSE4-T30 136 nm = 1.415 0.305+£0.011
FSE4-T90 123 nm + 1.099 0.251 £0.037
FSE4-T180 126 nm + 1.062 0.264 £0.040
FSE4-T360 185 nm + 0.816 0.279 £0.023

Sekil 32. Eusolex® OCR igeren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 4°C sicakhikta
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilimi
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1 10 100 1000 10000
Parcacik Biiyiikliigii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B FSE40-TO 117 nm + 1.469 0.243 £0.044
FSE40-T15 127 nm + 1.193 0.190 £0.017
B FSE40-T30 194 nm + 1.175 0.289 +0.032
FSE40-T90 517 nm + 1.041 0.268 £0.013
FSE40-T180 681 nm + 1.087 0.336 £0.078
FSE40-T360 698 nm + 1.135 0.344 + 0.059

Sekil 33. Eusolex® OCR igeren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 40°C sicakhikta
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilim
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Parcacik biiytikligli ve biyiiklik dagilimi, kolloidal tasiyici sistemlerin
fizikokimyasal oOzelliklerinin belirlenmesinde kullanilan en 6nemli verilerden
birisidir. Ozellikle siispansiyon ve emiilsiyon gibi tasiyici sistemlerin, fiziksel
kararlililk ve etkinlik agisindan basarili formiilasyonu, iirliniin  partikiil
biiytlikliigiine baglidir (Takka ve ark., 2007).

Saklama kosullar1 ve jellesme arasindaki iligskiyi incelemek i¢in gerceklestirilen
bir ¢alismada, sisteme yiiksek sicaklik, 151k veya kinetik enerji gibi herhangi bir
enerji girisinin, jellesme olasiligini arttirdig1 saptanmustir (Freitas ve ark., 1995).

OCR igeren SLN formiilasyonlarinin 0. zaman o6lgiimlerinde ortalama pargacik
biiyiikliigii 117 nm olarak bulunmugtur. 360. giin dl¢timlerinde bu deger, 25°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 143 nm, 4°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 185 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in de
698 nm’ye kadar artig gOstermistir. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin
parcacik biiylikliigli bulgularinin istatistiksel karsilastirilmas: yapilmig; 25°C’hik
ortamda bekletilen formiilasyonda ¢ok onemli fark (p<0.01), 4°C ve 40°C’lik
ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda da ileri diizeyde 6nemli fark (p<0.001)
oldugu goriilmiistiir.

ZnO igeren siispansiyon formiilasyonlariin 0. zaman O&lg¢limlerinde ortalama
parcacik biiytikliigii 102 nm olarak bulunmustur. 360. giin dl¢giimlerinde bu deger,
25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 148 nm, 4°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 162 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢cin de 1398 nm’e kadar artis gOstermistir. Formiilasyonlarin
0. zaman ve 360. glin parcacik biylikligli bulgularinin istatistiksel
karsilagtirilmast yapilmis; 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda ¢ok 6nemli
fark (p<0.01), 25°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda da ileri
diizeyde onemli fark (p<0.001) oldugu goriilmiistiir.

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin 360. Giin
parcacik biiyiikliigli bulgularinin da istatistiksel karsilastirilmast yapilmis ve
farkl1 ortamlar arasindaki parcacik biiyiikliigli degisimlerinde de onemli fark
oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Hazirlanan formiilasyonlarda pargacik biiyiikliiklerindeki artis, SLN’lerin 360.
giin sonunda kararhiliklarinin bozulmasi ve kararlilik ortamlarindan etkilenerek
farkl biiyiikliiklerde agregatlarin olugsmasi seklinde yorumlanabilir.

Parcacik biiylikliigli dagilimi genis olan sitemlerde, kiiclik parcaciklarin
ylizeyindeki serbest enerji, biiyiik parcaciklardan daha fazladir. Bu tiir sistemlerde
kiigiik pargaciklar kristallenerek, daha biiyiik parcaciklar olusturur. Polimorfizm,
kristal ve amorf yapmin birlikte kullanilmasi, sicaklik degisiklikleri, asir1
miktarda YEM kullanilmasi da kristal biiyiimenin nedenleri arasindadir (Takka ve
ark., 2007).

Parcacik biiyiikligli dagilimint degerlendirmek i¢in ayrica 0-1 arasinda degerler
alan polidisperlik indisi verileri de kullanilmistir (Scholer ve ark., 2001). Sifira
yakin degerlerin homojen dagilimi1 gosterdigi polidisperlik indisi verileri
degerlendirildiginde, formiilasyonlarin yaklasik 0.300 gibi diisiik degerler alarak
homojen bir dagilima sahip oldugu gosterilmistir.
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Zeta potansiyel

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki zeta potansiyelleri ve elektriksel
iletkenlikleri Cizelge 28 ve Cizelge 29’da sunulmustur.

Cizelge 28. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyel
ve iletkenlik degerleri

Zeta Potansiyel (mV) iletkenlik (mS.cm™)
Ortalama Ortalama

(n=3) BSS SH (n=3) BSS SH
FSC25-T0 -21.23 0.27 0.03 0.05 7.06 0.00
FSC25-T15 -32.73 4.90 0.93 0.07 1.81 0.00
FSC25-T30 -29.23 2.40 0.41 0.09 3.45 0.00
FSC25-T90 -23.40 2.14 0.29 0.09 2.92 0.00
FSC25-T180 -18.43 1.37 0.15 0.07 4.28 0.00
FSC25-T360 -18.03 0.64 0.07 0.07 1.71 0.00
FSC4-TO -21.23 0.27 0.03 0.05 7.06 0.00
FSC4-T15 -19.17 2.35 0.26 0.05 6.37 0.00
FSC4-T30 -26.67 2.81 0.43 0.07 2.83 0.00
FSC4-T90 -26.67 4.01 0.62 0.07 4.60 0.00
FSC4-T180 -23.13 1.09 0.15 0.07 0.76 0.00
FSC4-T360 -19.57 1.06 0.12 0.05 3.36 0.00
FSC40-TO0 -21.23 0.27 0.03 0.05 7.06 0.00
FSC40-T15 -9.62 2.98 0.17 0.06 3.15 0.00
FSC40-T30 -23.33 3.22 0.43 0.06 5.20 0.00
FSC40-T90 -27.33 1.65 0.26 0.07 331 0.00
FSC40-T180 -19.40 2.58 0.29 0.07 5.82 0.00
FSC40-T360 -18.57 1.36 0.15 0.05 1.64 0.00

Cizelge 29. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyel
ve iletkenlik degerleri

Zeta Potansiyel (mV) iletkenlik (mS.cm™)
Ortalama Ortalama

(n=3) BSS SH (n=3) BSS SH
FSE25-T0 -7.50 3.25 0.14 0.06 6.69 0.00
FSE25-T15 -31.30 0.85 0.15 0.07 4.97 0.00
FSE25-T30 -21.50 9.50 1.18 0.06 6.25 0.00
FSE25-T90 -24.63 0.62 0.09 0.06 5.24 0.00
FSE25-T180 -23.93 3.40 0.47 0.06 3.25 0.00
FSE25-T360 -21.43 1.43 0.18 0.05 1.10 0.00
FSE4-TO -7.50 3.25 0.14 0.06 6.69 0.00
FSE4-T15 -25.93 3.78 0.57 0.06 3.48 0.00
FSE4-T30 -29.70 8.27 1.42 0.07 5.50 0.00
FSE4-T90 -22.77 2.17 0.28 0.06 4.63 0.00
FSE4-T180 -19.90 4.38 0.50 0.05 2.28 0.00
FSE4-T360 -24.50 1.47 0.21 0.06 0.68 0.00
FSE40-TO -7.50 3.25 0.14 0.06 6.69 0.00
FSE40-T15 -26.50 2.85 0.44 0.07 4.32 0.00
FSE40-T30 -23.23 4.14 0.55 0.07 4.25 0.00
FSE40-T90 -19.37 0.60 0.07 0.08 0.63 0.00
FSE40-T180 -12.73 0.91 0.07 0.12 1.68 0.00
FSE40-T360 -14.23 2.47 0.20 0.12 0.86 0.00
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Kolloidal parcaciklar dispersiyon ortaminda iyon absorbe ederler. Pozitif ve
negatif olarak yiiklenirler. Zeta potansiyel, par¢acigin yiizeyi lizerindeki net etkili
yiikii gosterir (Celebi, 2007).

SLN’lerin zeta potansiyelinin Ol¢limii, kolloidal dispersiyonlarda saklama
dayanikliligr hakkinda bilgi vermektedir (Kas, 2004). Genel olarak yiiksek zeta
potansiyeline sahip sistemlerde agregatlarin olusmasi daha zordur (Miiller ve ark.,
2000).

Elektriksel iletkenlikleri, -31 ile -60 mV araligindaki formiilasyonlar orta dereceli,
-61 ile -80 mV araligindaki formiilasyonlar iyi ve -81 ile -100 mV araligindaki
formiilasyonlar da miikemmel elektrostatik kararliliga sahip sistemler olarak
tanimlanmaktadir (Miiller ve Heinemann, 1993).

OCR igeren formiilasyonlarmm 0. zaman ol¢iimlerinde ortalama zeta potansiyel
-7.70 mV olarak bulunmustur. 360. giin sonunda bu deger 25°C sicaklikta
bekletilen formiilasyonlar i¢in -21 ile -31 mV, 4°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlar icin -20 ile -30 mV ve 40°C sicaklikta bekletilen formiilasyonlar
icin -13 ile -26 mV araliginda gozlenmistir. Formiilasyonlarin 0. zaman ve
360. giin zeta potansiyel bulgularinin istatistiksel karsilagtirilmasi yapilmis; 25°C,
4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde onemli fark
(p<0.001) oldugu goriilmiistiir.

OCR igeren formiilasyonlarin iletkenlikleri incelendiginde ise, 360. giin sonunda
onemli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

ZnO igeren formiilasyonlarin 0. zaman 6l¢iimlerinde ortalama zeta potansiyel -21
mV olarak bulunmustur. 360. giin sonunda, bu deger, 25°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlar i¢in -18 ile -33 mV, 4°C sicaklikta bekletilen formiilasyonlar i¢in
-19 ile -27 mV ve 40°C sicaklikta bekletilen formiilasyonlar i¢in de -10 ile -27
mV aralifinda gozlenmistir. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin zeta
potansiyel bulgulariin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis; 4°C ve 40°C’lik
ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda c¢ok oOnemli fark (p<0.01), 25°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonda da ileri diizeyde 6nemli fark (p<0.001) oldugu
goriilmiistiir.

ZnO igeren formiilasyonlarin iletkenlikleri incelendiginde ise, 360. giin sonunda
onemli bir degisim goriillmemistir (p>0.05).

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin 360. giin
zeta potansiyel bulgularinin da istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve farkli
ortamlar arasindaki zeta potansiyel degisimlerinde de onemli fark oldugu
goriilmiistiir (p<0.05).

360. giin sonunda, sadece, ZnO igeren formiilasyonlardan 25°C-40°C ve
4°C-40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin zeta potansiyelleri arasinda
fark goriillmemistir (p>0.05).

Saklama siiresi boyunca zeta potansiyel degerlerinde goriilen degisikliklerden
dolayi, formiilasyonlarin 360. giin Ol¢limlerinde kararli bir yapida kaldig:
sOylenemez.

ZnO ve OCR igeren SLN formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri,
karsilagtirmali olarak Sekil 34-Sekil 37°de gosterilmistir.
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Sekil 34. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin ortalama
zeta potansiyel degerleri
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Sekil 35. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin ortalama
zeta potansiyel degerleri

ZnO ve OCR iceren SLN formiilasyonlarinin ortalama iletkenlik degerleri,
karsilastirmali olarak Sekil 35 ve Sekil 36’da gosterilmistir.
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Sekil 36. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin ortalama
iletkenlik degerleri
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Sekil 37. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin ortalama
iletkenlik degerleri
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pH Olciimii

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki pH degerleri Cizelge 30 ve Cizelge 31°de

sunulmustur.

Cizelge 30. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarmin pH degerleri

Cizelge 31. Eusolex® OCR igeren Kkat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin pH degerleri

Ortalama (n=3) BSS SH
FSC25-T0 5.73 0.44 0.01
FSC25-T15 5.75 0.56 0.02
FSC25-T30 5.67 0.87 0.03
FSC25-T90 5.68 0.13 0.08
FSC25-T180 5.50 2.35 0.04
FSC25-T360 5.57 0.85 0.03
FSC4-TO 5.73 0.44 0.01
FSC4-T15 5.83 1.13 0.04
FSC4-T30 5.52 0.21 0.01
FSC4-T90 5.65 1.68 0.05
FSC4-T180 5.44 0.70 0.02
FSC4-T360 5.43 1.33 0.04
FSC40-T0 5.73 0.44 0.01
FSC40-T15 5.69 1.17 0.04
FSC40-T30 5.58 1.18 0.04
FSC40-T90 5.59 0.95 0.03
FSC40-T180 5.40 1.44 0.04
FSC40-T360 5.39 1.49 0.05

Ortalama (n=3) BSS SH
FSE25-T0 5.88 2.27 0.08
FSE25-T15 5.81 0.36 0.01
FSE25-T30 5.72 1.46 0.05
FSE25-T90 5.65 222 0.07
FSE25-T180 5.52 1.26 0.04
FSE25-T360 5.51 1.99 0.06
FSE4-TO 5.88 2.27 0.08
FSE4-T15 5.73 0.87 0.03
FSE4-T30 5.69 0.79 0.03
FSE4-T90 5.69 0.18 0.01
FSE4-T180 5.40 0.86 0.03
FSE4-T360 5.56 0.73 0.02
FSE40-TO 5.88 2.27 0.08
FSE40-T15 5.68 1.07 0.04
FSE40-T30 5.52 0.38 0.01
FSE40-T90 5.50 0.36 0.01
FSE40-T180 5.45 1.01 0.03
FSE40-T360 5.42 0.28 0.01

Formiilasyonlardaki pH degisikliginin,

parcaciklarin yilizey yliklerinin degismesi,
mikrobiyolojik iiremeden kaynaklandig: diistiniilebilir (Acartiirk, 2007).
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ZnO ve OCR iceren SLN formiilasyonlarinin pH degerlerindeki degisim,
karsilastirmali olarak Sekil 38 ve Sekil 39°da gdsterilmistir.
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Sekil 38. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin ortalama

pH degerleri
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Sekil 39. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinmn ortalama
pH degerleri

OCR igeren formiilasyonlarin 0. zaman OJl¢iimlerinde, ortalama pH 5.9 olarak
bulunmus; 360. giin sonunda bu deger ortalama pH 5.4 seviyesine diismiistiir.
Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin pH Olglim bulgularinin istatistiksel
karsilastirilmast yapilmis; 25°C ve 4°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda
fark goriilmemis (p>0.05), 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonda da
onemli fark (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.

ZnO igeren formiilasyonlarin 0. zaman 6lgiimlerinde ise, ortalama pH 5.7 olarak
bulunmus; 360. giin sonunda bu degerin de ortalama pH 5.4 seviyesine diismiistiir.
Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin pH Ol¢iim bulgularinin istatistiksel
karsilastirilmast  yapilmis; 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen
formiilasyonlarda 6nemli fark (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlariin 360. giin pH
Olcim bulgularinin da istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve farkli ortamlar
arasindaki pH degisimlerinde fark olmadigr gorilmiistiir (p>0.05). 360. giin
sonunda, sadece, OCR igeren formiilasyonlardan 4°C-40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonun pH’sinda 6nemli fark oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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Saklama siiresi boyunca pH degerlerinde biiyiik degisiklikler olmadig1 saptanmis
ve buna bagli olarak elde edilen bulgular, formiilasyonlarin kararli olduklari
seklinde yorumlanmustir.

Reolojik Analiz

Hazirlanan SLN siispansiyonlari, homojenizasyon isleminden sonra su ile ¢ok
seyrelmis ve akigkanliklart artmistir. Degisik kayma hizlarina karsi koni {izerinde
olusan kayma gerilimi ve viskozite incelenmistir. Olgiimler 25°C sicaklikta
gercgeklestirilmis, ¢cap1 1.2 cm olan koninin agis1 1.565%ye ayarlanmustir.

SLN silispansiyonlarinin reolojik analizleri, koni-plak viskozimetresi ile mantikl
sonuclar vermemis ve inceleme yapilamamustir.

Sedimentasyon

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerde ¢okme olup olmadig1 santrifiij kullanilarak gorsel
olarak degerlendirilmis ve hi¢bir formiilasyonda ¢cokme goriilmemistir.

Fiziksel Goriiniig

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki fiziksel goriintisleri gorsel olarak incelenmistir.

25°C ve 4°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda herhangi bir degisiklik
gozlenmemis; ancak, 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin 360. giin
Olciimiinde jellesme goriilmiistiir. Bu durum, ortam sicaklifindan dolay1
formiilasyonun kararliliginin bozuldugu seklinde yorumlanmastir.

Morfolojik Inceleme

SLN siispansiyonlarinin morfolojik incelemesi i¢in Nicon Eclipse E4000 1s1k
mikroskobu ile 6n caligmalar yapilmis; goriintii elde edilemis ve taramali elektron
mikroskobu kullanilmasina karar verilmistir.

Hazirlanan SLN siispansiyonlariin morfolojik incelemesi 0. zaman ve 360.
giinlerde taramali elektron mikroskobu ile yapilmis ve elde edilen goriintiiler
Sekil 40-Sekil 44’te sunulmustur.

Uygulanan yontemde iyi bir ayirma giicii i¢in 20.00 kV voltajda ¢alisiimis, x500
ve x1000 biiyilitmelerde incelemeler yapilmistir. Elektronlara uygulanan voltajdan
dolay1, inceleme sirasinda mikroskobun iginde sicaklik artis1 olmustur. Bu durum
nedeniyle, formiilasyonlarda kullanilan kati lipitin inceleme sirasinda eridigi
goriilmiis ve pargacik biiytlikliigi dagilimi bulgular ile uyumlu goriintiiler elde
edilememistir.

SLN’ler i¢in, farkl literatiirlerde, farkli pargacik sekilleri goriilmiistiir (Demirel ve
ark., 2001; El-Gibaly ve Abdel-Ghaffar, 2005). Baz literatiirlerde oldukga kiiresel
ve diizgiin partikiiller goriiliirken, bazilarinda da c¢aligmamizda oldugu gibi
diizensiz ve bozuk sekillere rastlanmaktadir (Wissing ve ark., 2004; Bodmeier ve
ark., 1991). Literatiirler incelendiginde partikiil sekline hazirlama yonteminin ve
kullanilan tasiyici sistemin etkisi agiktir (Demirel ve ark., 2001).

Tiim formiilasyonlarda ayn1 kati lipit kullanildigindan tasiyict maddenin partikiil
sekli iizerine etkisi belirlenememistir.
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Anadolu University EHT = 2000 kv 10um
| Material Sci.&Eng. wp = 8.5 mm |—|
Date 13 Feb 2007 Mag= 500X

Anadolu University EHT=2000 kv 10um

Material Sci.2Eng. wp = 8.5 mm I—|

Date :13 Feb 2007 pMag=_ 1.00 KX

Sekil 40. Etkin madde icermeyen kati lipit nanopartikiil formiilasyonunun
0. zaman morfolojik incelemesi
a. 500x biiyiitme
b. 1000x biiyiitme
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Anadolu University EHT = 2000 kv 10um

Material Scl.&Eng. ywp = 8.5 mm |—|
Date 13 Feb 2007 Mag=_ 500X

Anadolu University EHT=2000 kv 10um

Material Sci.2Eng. wp = 9.0 mm I—'

Date :13 Feb 2007 Mag=_1.00 KX

Sekil 41. Cinko oksit iceren kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonunun
0. zaman morfolojik incelemesi
a. 500x biiyiitme
b. 1000x biiyiitme
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Anadolu University EHT = 20.00 kY 10um
Material Scl.&Eng. ywwp = 9.0 mm |_|
Date 13 Feb 2007 Mag= 500X

| Anadolu University EHT=2000 kv 10um

Material Sci.2Eng. wp = 8.5 mm |—|

Date :13 Feb 2007 pMag=_1.00 KX

Sekil 42. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonunun
0. zaman morfolojik incelemesi
a. 500x biiyiitme
b. 1000x biiyiitme
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Anadolu University EHT = 2000 kv 10um

Material Sci.&Eng. ywp = 9.5 mm |_|
Date :13 Feb 2007 Mag= 500X

Anadolu University EHT=2000kv  10um

Material Sci.&Eng. wp = 9.0 mm I—'

Date :13 Feb 2007 Mag=_1.00 KX

Sekil 43. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonunun 25°C sicaklikta
360. giin morfolojik incelemesi
a. 500x biiyiitme
b. 1000x biiyiitme
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Anadolu University EHT = 20.00 kv
Material Sci.&Eng. ywp = 9.0 mm
Date :13 Feb 2007 Mag= 500X

. S

Anadolu University EHT=2000kv  10um

3 Material Sci.&Eng. wp = 8.5 mm |—|

Date :13 Feb 2007 Mag=_1.00 KX

m—— <
ol

Sekil 44. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonunun 25°C sicaklikta
360. giin morfolojik incelemesi
a. 500x biiyiitme
b. 1000x biiyiitme
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Termal Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki termal analizleri, DSC kullanilarak
belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 32 ve Cizelge 33’te sunulmustur.

Cizelge 32. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarmin termal analizleri

Erime Donma
Sicakhik (°C) Is1 (J.g™) Sicakhik (°C) Is1 (J.g™)
FSC25-T0 62.52 -81.00 40.82 50.19
FSC25-T15 62.51 -76.32 40.83 47.00
FSC25-T30 62.76 -82.61 40.66 49.71
FSC25-T90 62.40 -81.56 40.68 50.28
FSC25-T180 61.85 -92.20 41.10 54.10
FSC25-T360 61.73 -89.13 41.14 52.49
FSC4-T0 62.52 -81.00 40.82 50.19
FSC4-T15 62.21 -82.40 40.98 49.92
FSC4-T30 61.82 -62.44 40.98 37.98
FSC4-T90 61.94 -80.97 40.94 47.56
FSC4-T180 62.35 -87.64 41.06 53.38
FSC4-T360 61.84 -84.35 40.88 55.45
FSC40-T0 62.52 -81.00 40.82 50.19
FSC40-T15 61.55 -83.74 39.65 52.64
FSC40-T30 61.77 -99.30 39.61 60.49
FSC40-T90 62.21 -89.10 39.39 54.01
FSC40-T180 61.85 -85.18 38.97 53.57
FSC40-T360 61.94 -84.26 39.25 52.88

Cizelge 33. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin termal analizleri

Erime Donma
Sicakhik (°C) Ist (J.g™) Sicakhik (°C) Ist (J.g™)
FSE25-T0 61.91 -57.92 39.46 35.81
FSE25-T15 60.94 -63.56 39.74 36.29
FSE25-T30 62.45 -75.78 39.09 46.72
FSE25-T90 61.42 -78.10 39.45 48.33
FSE25-T180 61.93 -75.82 39.35 46.97
FSE25-T360 61.43 -68.84 39.71 45.43
FSE4-T0 61.91 -57.92 39.46 35.81
FSE4-T15 61.87 -72.92 39.42 43.37
FSE4-T30 62.01 -88.68 39.47 51.55
FSE4-T90 61.42 -84.24 39.55 51.13
FSE4-T180 61.65 -81.74 39.76 46.31
FSE4-T360 61.72 -82.53 39.44 48.36
FSE40-T0 61.91 -57.92 39.46 35.81
FSE40-T15 60.62 -100.68 38.00 62.99
FSE40-T30 60.64 -87.91 38.09 57.28
FSE40-T90 61.06 -73.29 37.72 47.49
FSE40-T180 60.71 -82.27 38.05 51.55
FSE40-T360 60.64 -86.36 37.99 58.25

SLN formiilasyonlarinin termogramlar1 ise karsilastirmali olarak Sekil 45 ve
Sekil 46°da gosterilmistir.

88



Dz

D

W a. W b .
10.00 10.00

G252C
M 3100 dig M
0.0 0.0
4114¢C
500 4082C 500
50,19 Jig 5249 g
-0 -0
15,00 15,00
2 Eil B ke El 23 2 Eil T ke 7 ] i
fiEs fiEs
W C. W d.

10.00 10.00

300 300

il il

500 4085C 500 gg gg chg

5545 g
-10.00 -10.00
1500 1500
3 Eil T Soddie[c] P El 3 3 Eil T Seddie[c] P 30 3

Sekil 45. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin termal analizi

a. 0. zaman
b. 360. giin, 25°C
¢. 360. giin, 4°C
d. 360. giin, 40°C
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Sekil 46. Eusolex® OCR i¢eren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin termal analizi

a. 0. zaman

b. 360. giin, 25°C
¢. 360. giin, 4°C
d. 360. giin, 40°C
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ZnO igeren silispansiyon formiilasyonlarinin 0. zaman 6lgiimlerinde erime derecesi
62.52°C olarak bulunmustur. 360. giin 6l¢iimlerinde bu deger, 25°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 61.73°C, 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar
icin 61.84°C ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in de 61.94°C olarak
bulunmustur.

OCR igeren siispansiyon formiilasyonlariin 0. zaman Olc¢limlerinde erime
derecesi 61.91°C olarak bulunmustur. 360. giin dlglimlerinde bu deger, 25°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 61.43°C, 4°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 61.72°C ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin
de 60.64°C olarak bulunmustur.

Formiilasyonlarin termal analizlerinde tek Ol¢iim yapildigl icin, bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmast yapilamamis; ancak, erime ve donma pikleri
incelendiginde onemli bir degisimin olmadig1 gézlenmistir.

X-Isint Kirtnim Analizi

Hazirlanan SLN siispansiyonlarinin 0. zaman ve 360. giin X-i1gin1 kirmim
analizlerinden elde edilen sonuglar Sekil 47 ve Sekil 48’de sunulmustur.
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Sekil 47. 25°C sicakliktaki kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 360. giin
X-1511 Kirinim analizleri
a. ZnO iceren formiilasyonu
b. OCR i¢eren formiilasyonu

90



2500 ~

2000 A

1500 ~

Siddet

1000 ~ a.

500 ~

0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

2-teta
3000 -

2500 A
2000 ~
1500 ~ |

b.
1000 - — _J

500 ~

Siddet

0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

2-teta
3000 -

2500 A
2000 ~

1500 ~

Siddet

1000 -
=
500 -

0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

2-teta

Sekil 48. Kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 0. zaman X-i1s1n1 kirmim analizleri
a. Etkin madde icermeyen formiilasyon
b. ZnO iceren formiilasyon
c. OCR i¢eren formiilasyon

OCR ve ZnO igeren formiilasyonlar ayri ayri degerlendirilmistir. Dynasan®
116’nin 18.95 (20) derecesinde karakteristik piki ve ZnO’nun 32, 34 ve 36 (20)
derecelerinde iiglii pikleri biitiin formiilasyonlarda goriilmiis, incelenen bantlarda
bir kayma ya da bozunma gdzlenmemistir. OCR ise X-151n1 kirtnim analizinde sivi
yapisindan dolay1 pik vermemistir. Hazirlanan formiilasyonlarin 360.giin sonunda
kararl1 oldugu diistiniilmiistiir.
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FT-IR Spektrumu

OCR igeren SLN formiilasyonlarinin 0. zaman ve 360. giin FT-IR analizlerinden
elde edilen sonuclar Sekil 49°da sunulmustur.
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Sekil 49. Eusolex® OCR’li kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinn FT-IR spektrumlar

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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ZnO igeren SLN formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin FT-IR analizlerinden
elde edilen sonuclar Sekil 50°de sunulmustur.
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Sekil 50. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlar
a. 0. zaman
b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Sekil 51. Etkin madde icermeyen kati lipit nanopartikiil formiilasyonunun FT-IR spektrumu

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 360. giin FT-IR
analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda spektrumlar alinmis ve 0. zaman sonuglari,
Dynasan® 116 ve OCR’nin spektrumlari ile karsilastirilmistir.

OCR ve ZnO iceren formiilasyonlar ayri1 ayr1 degerlendirilmis ve incelenen
bantlarda bir kayma ya da bozunma gdzlenmemistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin 360. giin sonunda kararli oldugu bulunmustur.
Ancak, ZnO igeren SLN formiilasyonlarmin 40°C sicaklikta 360.glindeki FT-IR
spektrumunda, kullanilan kat lipit icin en karakteristik bant olan ve 1780 cm™’de
goriilen esterin C=0 bandmin siddeti, 0. zaman spektrumuna gore ¢ok diisiik
bulunmustur. Bu durum, Dynasan® 116 nin yapisindaki esterin kopmasi sonucu
asit karbonil gruplarinin olugsmasi seklinde yorumlanmastir.

NMR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 360. giin NMR
analizlerinde ¢Oziicii olarak détero-kloroform maddesi kullanilarak spektrumlari
almmis ve 0. zaman sonuglari, Dynasan® 116 ve OCR’nin spektrumlari ile
karsilagtirilmigtir. OCR’nin yapisindaki 10 aromatik proton karakteristik olarak
yaklasik 7 ppm’de ¢oklu pik seklinde goriilmiis, ZnO ise yapisindan dolayr NMR
analizinde incelenememistir.

OCR ve ZnO igeren formiilasyonlar ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve incelenen
bantlarda oOnemli bir kayma veya bozunma goriilmemistir. Elde edilen
spektrumlar, formiilasyonlarin 360. giin sonunda kararli oldugu seklinde
yorumlanmustir.

d

so ' 7o ' 8o = 80 | 4o ' 3o ' 2o 7 1o ppm

Sekil 52. Etkin madde icermeyen kati lipit nanopartikiil formiilasyonunun NMR spektrumu
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OCR igeren SLN formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360. giin NMR analizlerinden
elde edilen sonuglar Sekil 53’te sunulmustur.
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Sekil 53. Eusolex® OCR igeren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin

NMR spektrumlar
a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C

¢. 360. giin, 25°C

d. 360. giin, 40°C
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Zn0O igeren SLN formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360. giin NMR analizlerinden

elde edilen sonuglar Sekil 54°te sunulmustur.
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Sekil 54. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin

NMR spektrumlar
a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C

¢. 360. giin, 25°C

d. 360. giin, 40°C
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Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini
Eusolex® OCR Miktar Tayini

Hazirlanan SLN formiilasyonlarinda OCR miktar tayini i¢in HPLC kullanilmistir.
SLN stispansiyonlarinda, serbest, tutunmus ve hapsedilmis halde bulunan OCR
miktarlar1 ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Deneyler her bir 6rnek igin 6 kere tekrarlanmig
ve formiilasyonlardaki etkin madde miktarlar1 % geri kazanim olarak ifade
edilmistir. Sonuglarla beraber SH, BSS ve % 95 CI hesaplanmis ve elde edilen
bulgular % geri kazanim olarak Cizelge 34’te verilmistir.

SLN formiilasyonlar1 hazirlanirken, toplam formiilasyon miktarinin % 6’s1 kadar
kat1 lipit kullanilmig ve kati lipitin % 10’u kadar da etkin madde sisteme
yiiklenebilmistir. Boylece, 30 g formiilasyona 0.18 g etkin madde konulmustur.
Miktar tayini sonunda elde edilen % geri kazanim oranlari, etkin maddenin
formiilasyonda bulunan gergek yilizde degerlerini gostermektedir.

0. zamanda, serbest halde % 2.47, tutunmus halde % 87.15 ve hapsedilmis halde
% 9.36 oraninda OCR bulunmus ve toplam geri kazanim % 98.98 olarak
hesaplanmistir. Bunun anlami, 0.18 g etkin maddenin % 98.98’1 formiilasyona
yiiklenebilmistir. % 1.02’lik eksilmenin, formiilasyonun hazirlanmasi sirasinda,
etkin maddenin kullanilan behere ya da karistiriciya yapismasindan kaynaklandigi
distiniilmustir.

Serbest halde bulunan OCR miktari, 0. zamanda % 2.47 olarak bulunmustur. Bu
miktar, 360. giin sonunda 25°C ve 4°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda
sirastyla, % 3.22 ve % 3.23’e yiikselmis, 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlarda ise daha da artarak % 7.37 olarak belirlenmistir. Serbest halde
bulunan OCR miktarindaki bu artisin, kat1 lipite tutunmus halde bulunan etkin
maddenin, yavas yavas sulu faza gegcmesinden kaynaklandig diisiiniilmiistiir.

Kati1 lipite tutunmus halde bulunan OCR miktar1, 0. zamanda % 87.15 olarak
bulunmustur. Bu miktar, 360. giin sonunda 25°C ve 4°C’lik ortamlarda bekletilen
formiilasyonlarda sirasiyla, % 79.54 ve % 78.73’e diismiis, 40°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlarda ise daha da azalarak % 72.15 olarak bulunmustur.
Tutunmus halde bulunan OCR miktarindaki bu azalmanin, kat1 lipite tutunmus
halde bulunan etkin maddelerin yavas yavas sulu faza gegmesinden ya da etkin
maddenin zaman i¢inde etkinligini kaybetmesinden kaynaklandig: diisiiniilmiistiir.

Kat1 lipite hapsedilmis halde bulunan OCR miktari, 0. zamanda % 9.36 olarak
bulunmugtur. Bu miktar, 360. giin sonunda 25°C ve 4°C’lik ortamlarda bekletilen
formiilasyonlarda % 9.06 ve % 8.74’¢ diismiis, 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlarda ise daha da azalarak % 6.19 olarak bulunmustur. Hapsedilmis
halde bulunan OCR miktarindaki bu azalmanin, kat1 lipite hapsedilmis halde
bulunan etkin maddelerin yavas yavas su fazina ge¢cmesinden ya da etkin
maddenin zaman i¢inde etkinligini kaybetmesinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

SLN formiilasyonlarindaki toplam etkin madde miktarlari incelendiginde % geri
kazanim oranlari, 0. zamanda % 98.98, 360. giin sonunda 25°C’lik ortamda
% 91.82, 4°C’lik ortamda % 90.70 ve 40°C’lik ortamda % 85.71 olarak
bulunmugtur. HPLC kromatogramlarinda OCR’nin bozunma pikleri goriilmemis;
bu azalmanin, etkin maddenin zaman ig¢inde etkinligini kaybetmesinden
kaynaklandig1 diistinilmistiir.
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Cizelge 34. Kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlari icindeki Eusolex® OCR’nin
% geri kazanim miktarlari

% Geri Kazanim

Formiilasyon (n=6) SH BSS % 95 CI

0. Zaman 2.47 0.01 1.15 +0.0292

Serbest 4°C, 360. Giin 3.23 0.01 0.60 +0.0210
25°C, 360. Giin 3.22 0.02 1.19 +0.0391

40°C, 360. Giin 7.37 0.02 0.77 +0.0614

0. Zaman 87.15 0.17 0.49 +0.4454

Tutunmus 4°C, 360. Giin 78.73 0.20 0.64 +0.5229
25°C, 360. Giin 79.54 0.21 0.66 +0.5519

40°C, 360. Giin 72.15 0.25 0.86 +0.6554

0. Zaman 9.36 0.24 6.23 +0.6108

Hapsedilmis 4°C, 360. Giin 8.74 0.35 9.95 +0.9118
25°C, 360. Giin 9.06 0.32 8.74 +0.8307

40°C, 360. Giin 6.19 0.35 13.77 +0.8934

0. zaman ve 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlardaki etkin
madde miktarlar1 karsilastirmali olarak Sekil 55’te verilmistir.
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0. Zaman 4°C 25°C 40°C
Formiilasyonlarin Kararlilik Ortamlari

Sekil 55. Kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinda, kati lipite hapsedilmis, tutunmus ve
serbest halde bulunan Eusolex®” OCR’nin % geri kazanim miktarlari

Cinko Oksit Miktar Tayini

Hazirlanan formiilasyonlarda ZnO miktar tayini i¢in optik emisyon spektroskopisi
kullanilmis ve sonuglar % geri kazanim olarak Cizelge 35’te verilmistir.

SLN formiilasyonlar1 hazirlanirken sisteme, kat1 lipitin % 10°u kadar etkin madde
yuklenmistir. Boylece, 30 g formiilasyona 0.18 g etkin madde konulmustur. 0.
zamanda, etkin maddenin geri kazanimi % 96.18 olarak hesaplanmistir. Bunun
anlami, 0.18 g etkin maddenin % 96.18’1 formiilasyona yiiklenebilmistir.
% 3.82’lik eksilmenin, formiilasyonun hazirlanmasi sirasinda, etkin maddenin
kullanilan behere ya da karistiriciya yapismasindan kaynaklandigr diistiniilmiistiir.

SLN formiilasyonlarindaki toplam etkin madde miktarlar1 incelendiginde % geri
kazanim oranlari, 0. zamanda % 96.18, 360. giin sonunda 25°C’lik ortamda
% 87.45, 4°C’lik ortamda % 97.15 ve 40°C’lik ortamda % 87.61 olarak

bulunmustur.

ZnO ¢ok kararli bir bilesik oldugu i¢in, 360 giin gibi bir zaman i¢inde etkinligini
kaybetmesi s6z konusu degildir.
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Cizelge 35. Kati lipit nanopartikiil formiilasyonlar: icindeki cinko oksitin
% geri kazamim miktarlari

% Ortalama

(n=3) SH BSS % 95CI
0. Zaman 9.18 | 0.24 0.43 +1.0325
4°C, 360. Giin 97.15 | 0.50 0.89 +2.1594
25°C,360. Giin  87.45 0.65 1.29 +2.7995
40°C,360.Giin  87.61 0.34 0.68 +1.4764

Etkin madde geri kazanim yiizdelerindeki farkliliklarin, 25°C, 4°C ve 40°C’lik her
ortam i¢in 30 g’lik 6rneklerin birbirinden bagimsiz olarak hazirlanmasindan
kaynaklandig1 diistintilmistiir.

Hazirlanan formiilasyonlardaki ZnO miktarinin bilinmesi, Transpore™ Testi gibi
etkinlik testlerinin degerlendirilmesinde 6nem tagimaktadir.

Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Yapilan In Vitro Cahsmalar
Transpore™ Test

SLN formiilasyonlarinin, UV absorbanslarinin 6l¢iimii i¢in Transpore™ testi
kullanilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 56-Sekil 58°de karsilastirmali olarak
sunulmustur.

UVB UVA
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Sekil 56. Etkin madde icermeyen kati lipit nanopartikiil formiilasyonunun
Transpore™ testi sonucu

@ FSB

Absorbans

Formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerde Slgiilen UV
absorbanslart az da olsa farkliliklar gostermis; ancak OCR ve ZnO igeren
formiilasyonlar arasindaki fark daha onemli bulunmustur. Yapilan Transpore™
testi sonucunda, ayni1 miktarda etkin madde i¢cermesine ragmen, UV isinlarini
kimyasal olarak siizen OCR’nin koruyucu etkisinin, UV 1sinlarin1 fiziksel olarak
sizen ZnO’dan ¢ok daha iyi oldugu goriilmiistiir. ZnO igeren SLN
formiilasyonlarinin UV absorbanslar1 0.4-0.7 araliginda bulunmus, OCR igeren
formiilasyonlarin UV absorbanslari ise UVB bdlgesinde 2.0 seviyesine kadar
cikmistir (Merck, 2003). Formiilasyonlarin 360-400 nm dalgaboyu araliginda
koruyucu etkileri karsilagtirildiginda ise, ZnO igeren SLN formiilasyonun UVA
1sinlarin1 daha ¢ok stizdiigii goriilmiistiir (Kullavanijaya ve Lim, 2005).
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Sekil 57. Cinko oksit iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 0. zaman,

15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki Transpore™ testi sonuclari

a. 25°C
b. 4°C
¢. 40°C
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Sekil 58. Eusolex® OCR iceren kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarimmn 0. zaman,

15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki Transpore™ testi sonuclari

a. 25°C
b. 4°C
¢. 40°C
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Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Ucgen-faz  diyagramlarindan, 1:1 oramnda YEM ve Y.YEM iceren
formiilasyonun, en biiylik mikroemiilsiyon alania sahip oldugu bulunmustur.
Miglyol® 812 N, Abil® EM 90, izopropil alkol ve % 2 oraninda etkin madde
iceren karisim, 25°C’lik oda sicakliginda, mekanik karistirict ile 300 rpm sabit
hizda karistirilmistir. Hazirlanan bu karisima hesaplanan miktarda su damla damla
eklenerek formiilasyonlar hazirlanmis ve 1 hafta oda sicakliginda bekletilerek faz
ayrimi olusup olusmadigi incelenmistir. OCR igeren formiilasyon, ME, saydam
mikroemiilsiyon olustururken, ZnO igeren formiilasyon, MC, siispansiyon halinde
kalmustir.

100 0O 100 O
a. l b. I
- -
YEM/Y.YEM Yag YEM/Y.YEM

60

100 80 60 40 20 0 100 80 60 40 20 0
Su Su

100 0 100 0

YEM/Y.YEM Yag YEM/Y.YEM

60

100 80 60 40 20 0 100 80 60 40 20 0
Su Su

Sekil 59. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin ii¢gen faz diyagramlar
a. 1:1 (Alan 198.13 br?) c. 1:3 (Alan 108.37 br?)
b.1:2 (Alan 105.88 br?) d.2:1 (Alan 198.11 br?)

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon ve Kararhhk
Calismalar:

Hazirlanan mikroemiilsiyon sistemlerinin fiziksel ozelliklerini incelemek icin
preparatlar 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmustur ve kararlilik testleri
onceden belirlenen periyotlarda gerceklestirilmistir.

Damlacik ve Parcacik Biiyiikliigii Dagilimi

Mikroemiilsiyon ve siispansiyon formiilasyonlarinin, 0. zaman, 15., 30., 90., 180.
ve 360. gilinlerdeki damlacik ve pargacik biiyiikligii dagilimi ve polidisperslik
indisi Sekil 60-Sekil 65°te sunulmustur.
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44
2 \
10 100 1000 10000
Damlacik Biiytikligii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B ME25-TO 234 nm=+1.119 0.690 = 0.084
ME25-T15 482 nm + 1.485 0.731 £ 0.056
B ME25-T30 458 nm = 1.146 0.609 +0.024
ME25-T90 462 nm + 1.168 0.630 = 0.083
ME25-T180 484 nm=+1.114 0.412+£0.076
ME25-T360 603 nm + 1.490 0.174 £ 0.042
Sekil 60. Eusolex® OCR i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 25°C sicaklikta
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki damlacik biiyiikliigii dagilimi
16
147
\O 4
< 124
£
ég 101
8; \
6 \
44
2' /-\ /Y
1 10 100 1000 10000
Damlacik Biiyiikliigli (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B ME4-TO 234nm=+1.119 0.690 = 0.084
ME4-T15 273 nm + 1.312 0.835+0.024
B ME4-T30 345 nm + 1.036 0.867 +0.063
ME4-T90 502 nm =+ 0.986 0.648 £ 0.057
ME4-T180 613 nm =+ 1.388 0.516 = 0.063
ME4-T360 1110 nm + 1.180 0.253 +0.086

Sekil 61. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 4°C sicakhkta
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1 10 100 1000 10000
Damlacik Biiyiikliigli (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B ME40-TO0 234 nm=+1.119 0.690 + 0.084
ME40-T15 269 nm + 0.895 0.592 +0.085
B ME40-T30 296 nm + 0.968 0.322+0.032
ME40-T90 312 nm + 1.406 0.198 +£0.021
ME40-T180 453 nm + 0.992 0.170 +0.080
ME40-T360 915 nm + 1.205 0.174 £0.029

Sekil 62. Eusolex® OCR i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 40°C sicaklikta
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki damlacik biiyiikliigii dagilimi

16
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1 10 100 1000 10000
Pargacik Biiyiikliigii (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B MC25-T0 774 nm £ 1.151 0.112 +£0.049
MC25-T15 815 nm + 1.445 0.135+0.015
B MC25-T30 874 nm £ 0.980 0.168 +£0.049
MC25-T90 827 nm + 1.289 0.298 +£0.042
MC25-T180 912nm=+1.116 0.221+0.019
MC25-T360 1115 nm + 1.296 0.463 £0.051

Sekil 63. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin 25°C sicakhikta
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1 10 100 1000
Parcacik Biiytikligil (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B MC4-TO 774 nm £ 1.151 0.112 £0.049
MC4-T15 778 nm + 1.345 0.288 £0.011
B MC4-T30 916 nm + 0.874 0.276 = 0.050
MC4-T90 907 nm + 0.960 0.343 +£0.037
B MC4-T180 1142 nm £ 0.943 0.536 +£0.085
MC4-T360 1138 nm = 1.178 0.724 £0.051

Sekil 64. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin 4°C sicakhikta

0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilimi
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1 10 100 1000
Parcacik Biiytikligi (nm)
(n=3) Z-ortalama = SH PDi + SH
B MC40-T0 774 nm £ 1.151 0.112 +£0.049
MC40-T15 822 nm =+ 1.097 0.314 +0.015
B MC40-T30 836 nm =+ 1.313 0.295 £ 0.062
MC40-T90 998 nm = 0.857 0.233 +£0.090
B MC40-T180 1086 nm + 1.181 0.154 +£0.024
MC40-T360 1253 nm + 1.240 0.311 £0.078

Sekil 65. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin 40°C sicakhikta

0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii dagilim
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Ortalama damlacik biiyiikliigii ya da damlaciklarin biyiikliik dagilimlarinin
degismesi emiilsiyonlarin  kararliliginin  degerlendirilmesinde  6nemli  bir
parametredir. Dayanikli iki emiilsiyon sisteminde, damlacik biiyiikliigiinde
baslangigta hizli bir artis ve bunu takiben yavas bir degisme gozlenebilir.
Damlacik biiytikliigii, damlacik yiizey alan1 veya damlacik hacmi zamanla
degisebilmektedir. Farkli sicakliklarda saklanan Orneklerdeki damlacik
biiyiikliigiiniin artmasi kararliligin bozulmasini gosterir (Rieger, 1986).

OCR igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman 6lgiimlerinde ortalama
damlacik biiytikliigii 234 nm olarak bulunmustur. 360. giin dlgiimlerinde bu deger,
25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 603 nm, 4°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 1110 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar icin de 915 nm’e kadar artis gostermistir. Formiilasyonlarin
0. zaman ve 360. gin damlacik biiyikligi bulgularinin istatistiksel
karsilagtirilmast  yapilmig; 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen
formiilasyonlarda ileri diizeyde énemli fark (p<0.001) oldugu goriilmiistiir.

ZnO igeren siispansiyon formiilasyonlariin 0. zaman o&lglimlerinde ortalama
parcacik biiylikliigii 774 nm olarak bulunmustur. 360. giin dl¢giimlerinde bu deger,
25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 1115 nm, 4°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 1138 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢cin de 1253 nm’e kadar artis gOstermistir. Formiilasyonlarin
0. zaman ve 360. glin parcacik biyilikligli bulgularinin istatistiksel
karsilagtirilmast  yapilmig; 25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen
formiilasyonlarda ileri diizeyde énemli fark (p<0.001) oldugu goriilmiistiir.

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen mikroemiilsiyon ve siispansiyon
formiilasyonlarinin, 360. giin damlacik ve parcacik biiyiikligli bulgularinin da
istatistiksel karsilastirilmast yapilmis ve farkli ortamlar arasindaki biiyiikliik
degisimlerinde ileri diizeyde 6nemli fark oldugu goriilmistiir (p<0.001). 360. Giin
sonunda, sadece, OCR igeren formiilasyonlardan 25°C-4°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonun damlacik biiyilikliigiinde ¢ok Onemli fark oldugu goriilmiistiir
(p<0.01).

Biiyiikliik dagilimini degerlendirmek igin, ayrica, 0-1 arasinda degerler alan
polidisperlik indisi verileri de kullanilmistir (Schoéler ve ark., 2001). Sifira yakin
degerlerin, homojen bir dagilimi gdsterdigi polidisperlik indisi verileri
degerlendirildiginde, formiilasyonlarin yaklasik 0.30 gibi diisiik degerler alarak
homojen bir dagilima sahip oldugu gdosterilmistir. Ancak, damlacik ve parcacik
biiytikliiklerinde goriilen degisikliklerden dolayi, formiilasyonlarin 360. giin
Ol¢iimlerinde kararl bir yapida kaldig1 sdylenemez.

Hazirlanan formiilasyonlarda damlacik ve parcacik biiytikliiklerindeki artis,
360. giin sonunda sistemlerin kararliliklarinin bozulmasi seklinde yorumlanabilir.
Siispansiyon formiilasyonlarinda, kararlilik ortamlarindan etkilenerek farkl
biiyilikliiklerde agregatlarin olusmasi, mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda da
damlaciklarda birlesme ve flokiilasyon olusumu bu artisin nedeni olarak
distiniilmustir.
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Zeta potansiyel

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki zeta potansiyelleri ve elektriksel iletkenlikleri
Cizelge 36 ve Cizelge 37°de sunulmustur.

Cizelge 36. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin zeta potansiyel
ve iletkenlikleri

Zeta Potansiyel (mV) iletkenlik (mS.cm™)
Ortalama Ortalama

(n=3) BSS SH (n=3) BSS SH
ME25-T0 -0.33 4.11 0.01 0.06 14.00 0.01
ME25-T15 -0.35 4.50 0.01 0.06 7.75 0.00
ME25-T30 -0.36 4.05 0.01 0.06 11.95 0.00
ME25-T90 -0.33 2.96 0.01 0.06 12.20 0.00
ME25-T180 -0.32 0.93 0.00 0.05 7.26 0.00
ME25-T360 -0.32 4.50 0.01 0.08 11.83 0.01
MEA4-TO -0.33 4.11 0.01 0.06 14.00 0.01
MEA4-T15 -0.32 0.48 0.00 0.06 8.32 0.00
ME4-T30 -0.31 1.13 0.00 0.06 9.83 0.00
ME4-T90 -0.29 3.99 0.01 0.07 10.00 0.00
ME4-T180 -0.23 1.28 0.00 0.07 12.90 0.01
ME4-T360 -0.20 5.90 0.01 0.06 6.75 0.00
ME40-TO0 -0.33 4.11 0.01 0.06 14.00 0.01
ME40-T15 -0.35 0.76 0.00 0.07 4.24 0.00
ME40-T30 -0.40 4.68 0.01 0.07 9.00 0.00
ME40-T90 -0.42 0.55 0.00 0.12 8.13 0.01
ME40-T180 -0.38 0.99 0.00 0.08 7.66 0.00
ME40-T360 -0.40 2.99 0.01 0.13 8.62 0.01

Cizelge 37. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin zeta potansiyel
ve iletkenlikleri

Zeta Potansiyel (mV) iletkenlik (mS.cm™)
Ortalama Ortalama

(n=3) BSS SH (n=3) BSS SH
MC25-T0 -0.18 4.72 0.00 0.06 14.74 0.00
MC25-T15 -0.17 7.15 0.01 0.08 10.70 0.00
MC25-T30 -0.18 6.27 0.01 0.08 7.34 0.00
MC25-T90 -0.17 7.15 0.01 0.07 9.59 0.00
MC25-T180 -0.16 6.31 0.01 0.09 10.42 0.01
MC25-T360 -0.11 7.94 0.01 0.09 10.35 0.01
MC4-TO -0.18 4.72 0.00 0.06 14.74 0.00
MC4-T15 -0.11 5.86 0.00 0.05 13.10 0.00
MC4-T30 -0.13 7.71 0.01 0.05 8.10 0.00
MC4-T90 -0.11 15.90 0.01 0.08 11.75 0.01
MC4-T180 -0.21 5.21 0.01 0.07 7.39 0.00
MC4-T360 -0.38 11.45 0.02 0.07 9.80 0.00
MC40-TO -0.18 4.72 0.00 0.06 14.74 0.00
MC40-T15 -0.34 3.11 0.01 0.06 8.95 0.00
MC40-T30 -0.37 6.10 0.01 0.06 12.74 0.00
MC40-T90 -0.43 3.31 0.01 0.07 13.57 0.01
MC40-T180 -0.51 4.89 0.01 0.07 5.93 0.00
MC40-T360 -0.40 5.54 0.01 0.05 9.57 0.00
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Olgiimler tek kullanimlik zeta hiicrelerinde, 25°C oda sicakliginda, distile su ile
seyreltilerek yapilmistir. Distile sudaki iletkenligin neden olabilecegi kiigiik
degisimlerin Ol¢lim sonuglarint etkilememesi igin, kullanilan distile su
Ol¢timlerden 6nce NaCl ile 50 uS iletkenlige ayarlanmigtir.

Emiilsiyonlarin, hazirlandiktan hemen sonra zeta potansiyel ve elektriksel
iletkenliklerinin Ol¢lilmesi kararhliklarinin  degerlendirilmesinde 6nemli bir
kanittir. Zeta potansiyel ne kadar yiiksek olursa koloidal dagilimlarin kararlilig1 da
o kadar iyidir. Emiilsiyonlarda genellikle +30-50 mV olmas1 istenir (Celebi,
2007). Y/S emiilsiyon sistemlerinin elektriksel iletkenligi S/Y sistemlerine gore
daha yiiksektir (Miiller ve Heinemann, 1993).

OCR igeren formiilasyonlarin 0. zaman Olglimlerinde ortalama zeta potansiyel
-0.323 mV olarak bulunmustur. 360. giin sonunda bu deger 25°C sicaklikta
bekletilen formiilasyonlar i¢in -0.31 ile -0.34 mV, 4°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlar i¢in -0.21 ile -0.32 mV ve 40°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlar i¢in -0.23 ile -0.42 mV aralifinda gozlenmistir. Formiilasyonlarin
0. zaman ve 360. giin zeta potansiyel bulgularinin istatistiksel karsilagtirilmasi
yapilmig; 25°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda fark
bulunmamis (p>0.05); ancak, 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda 6nemli
fark (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.

OCR igeren formiilasyonlarin iletkenligi incelendiginde, 4°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonda 360. giin sonunda, 0. zaman iletkenlik degerlerine gore
onemli bir degisiklik gézlenmemistir (p>0.05); ancak, 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonda ¢ok oOnemli fark (p<0.01) ve 25°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonda da ileri diizeyde 6nemli fark (p<0.001) gozlenmistir.

ZnO igeren formiilasyonlarin 0. zaman Slglimlerinde ortalama zeta potansiyel -
0.182 mV olarak bulunmustur. 360. giin sonunda bu deger 25°C sicaklikta
bekletilen formiilasyonlar i¢in -0.10 ile -0.18 mV, 4°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlar i¢in -0.09 ile -0.42 mV ve 40°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlar i¢in de -0.35 ile -0.54 mV araliginda gozlenmistir.
Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin zeta potansiyel bulgularinin istatistiksel
karsilastirilmast yapilmis; 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda 6nemli fark
(p<0.05), 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda ¢ok 6nemli fark (p<0.01) ve
25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda da ileri diizeyde ©nemli fark
(p<0.001) oldugu goriilmiistiir.

ZnO iceren formiilasyonlarin iletkenligi incelendiginde 4°C ve 40°C’lik
ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda 0. zaman iletkenlik degerlerine gore
onemli bir degisiklik gozlenmemis (p>0.05); ancak, 25°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonda ileri diizeyde 6nemli fark oldugu (p<0.001) gbzlenmistir.

Saklama siiresi boyunca zeta potansiyel degerlerinde goriilen degisikliklerden
dolayi, formiilasyonlarin 360. giin Ol¢limlerinde kararli bir yapida kaldig:
sOylenemez.

Hazirlanan mikroemiilsiyon ve silispansiyon formiilasyonlarinin zeta potansiyel
degerleri, karsilastirmali olarak Sekil 66-Sekil 67°de gosterilmigtir.
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Formiilasyonlarin Kararlilik Test Ortamlart
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Sekil 66. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin ortalama
zeta potansiyel degerleri
Formiilasyonlarin Kararlilik Test Ortamlari
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Sekil 67. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin ortalama
zeta potansiyel degerleri

Hazirlanan mikroemiilsiyon ve siispansiyon formiilasyonlarinin ortalama
iletkenlik degerleri, karsilagtirmali olarak Sekil 68 ve Sekil 69’da gosterilmistir.
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Sekil 68. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin ortalama
iletkenlik degerleri
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Sekil 69. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin ortalama iletkenlik degerleri
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pH Olciimii

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen mikroemiilsiyon ve siispansiyon
formiilasyonlarinin, 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. gilinlerdeki pH degerleri,
Cizelge 38 ve Cizelge 39°da sunulmustur.

Cizelge 38. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinmn pH degerleri

Ortalama (n=3) SS SH
ME25-T0 6.34 0.02 0.01
ME25-T15 6.45 0.05 0.03
ME25-T30 6.28 0.05 0.03
ME25-T90 6.28 0.07 0.04
ME25-T180 6.18 0.03 0.02
ME25-T360 6.16 0.02 0.01
ME4-TO 6.34 0.02 0.01
ME4-T15 6.43 0.02 0.01
ME4-T30 6.23 0.02 0.01
ME4-T90 6.20 0.05 0.03
ME4-T180 6.21 0.03 0.02
ME4-T360 6.17 0.06 0.04
ME40-T0 6.34 0.02 0.01
ME40-T15 6.29 0.03 0.02
ME40-T30 6.12 0.05 0.03
ME40-T90 6.14 0.07 0.04
ME40-T180 6.04 0.10 0.06
ME40-T360 6.01 0.03 0.02

Cizelge 39. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin pH degerleri

Ortalama (n=3) SS SH
MC25-T0 7.12 0.04 0.02
MC25-T15 7.16 0.05 0.03
MC25-T30 7.06 0.04 0.02
MC25-T90 7.02 0.02 0.01
MC25-T180 6.90 0.02 0.01
MC25-T360 6.87 0.05 0.03
MC4-TO 7.12 0.04 0.02
MC4-T15 7.06 0.03 0.02
MC4-T30 6.99 0.03 0.02
MC4-T90 6.97 0.04 0.02
MC4-T180 6.86 0.03 0.01
MC4-T360 6.82 0.02 0.01
MC40-TO 7.12 0.04 0.02
MC40-T15 7.01 0.06 0.03
MC40-T30 6.90 0.05 0.03
MC40-T90 6.87 0.09 0.05
MC40-T180 6.79 0.02 0.01
MC40-T360 6.79 0.03 0.02

Formiilasyonlardaki pH degisikliginin, tampon sisteminin yetersiz olusu,
pargaciklarin ylizey yliklerinin degismesi, etkin maddenin bozunmasi ve
mikrobiyolojik iiremeden kaynaklandig: diistiniilebilir (Acartiirk, 2007).
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ZnO ve OCR igeren formiilasyonlarin pH degerlerindeki degisim, karsilastirmali
olarak Sekil 70 ve Sekil 71’de gosterilmistir.
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Sekil 70. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin ortalama pH degerleri
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Sekil 71. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin ortalama pH degerleri

OCR igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman 6l¢iimlerinde ortalama
pH 6.3 olarak bulunmus, 360. giin sonunda bu deger ortalama pH 6.0 seviyesine
diismiistiir. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin pH bulgularinin istatistiksel
karsilagtirilmast yapilmis; 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda énemli fark
(p<0.05), 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda ¢ok 6nemli fark (p<0.01) ve
25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda da ileri diizeyde Onemli fark
(p<0.001) oldugu goriilmiistiir.

ZnO igeren siispansiyon formiilasyonlarinin 0. zaman 6l¢iimlerinde ise ortalama
pH 7.1 olarak bulunmus, 360. giin sonunda bu degerin de ortalama pH 6.8
seviyesine diistiigli goriilmiistiir. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin pH
bulgularinin istatistiksel karsilastirilmast yapilmis; 25°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonda ileri diizeyde onemli fark (p<0.001), 4°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonda ¢ok oOnemli fark (p<0.01) ve 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonda da 6nemli fark (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin 360. giin pH
Ol¢iim bulgularmin da istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve farkli ortamlar
arasindaki pH degisimlerinde fark olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).
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360. giin sonunda, sadece, OCR igeren formiilasyonlardan 25°C-40°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonun pH’sinda 6nemli fark oldugu goriilmiistiir (p< 0.05).

Saklama siiresi boyunca pH degerlerinde biiyiik degisiklikler olmadig1 saptanmis
ve buna bagli olarak elde edilen bulgular, formiilasyonlarin kararli olduklari
seklinde yorumlanmustir.

Faz Ayrinu

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda , 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. gilinlerde faz ayrimi olup olmadigi santrifiij kullanilarak
belirlenmistir. incelenen formiilasyonlar, gérsel olarak degerlendirilmis, kararli
yapida oldugu bulunmus ve hicbir formiilasyonda faz ayrimi goriilmemistir.

Fiziksel Goriiniig

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin,
0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki fiziksel goriiniisleri, gorsel olarak
incelenmistir. Yapilan gozlemler sonucunda, hazirlanan formiilasyonlarin kararl
bir yapida oldugu bulunmus, formiilasyonlarda fiziksel goriiniis agisindan bir
degisiklik goriilmemis ve hazirlandig1 andan itibaren saydam ve tekdiize
goriiniimiinii korumustur.

Reolojik Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin , 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki reolojik analizleri i¢in koni-plak viskozimetresi
kullanilmigtir. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin bulgulart karsilastirmali
olarak Sekil 72 ve Sekil 73’te sunulmustur.

Kozmetik alanda gecerli olan birgok akis tipi vardir. Kayma hizindaki degisime
bagl olarak viskozitede degisim olmaz ise, bu akisa Newton akis adi verilir.
Kayma hizindaki artis ile viskozite degisimi gosteren sistemler ise Newton
olmayan akis olarak tanimlanir (Yazan, 2002b) . Su, ¢ok seyreltik emiilsiyonlar ve
baz1 yaglar Newton akis gosterir. Newton olmayan akig tipleri, kayma hizina,
zamana ve kayma gerilimine bagh olarak viskozitede degisimin goriildiigii akis
tipleridir.

OCR igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin Newton akis modeline uyum
gostermesi beklenmis; ancak, 0. zaman dl¢limlerinden sonraki analizlerde Newton
akis modelinden saptig1 goriilmiistiir. Yapilan reolojik analizler sonucunda,
hazirlanan formiilasyonlarin 0. zamanda uyum gosterdikleri akis modellerinin,

360. giin sonunda degistigi ve reolojik acidan kararliligin bozuldugu bulunmustur.

Power Law modeli, viskozitenin artan kayma hiziyla azaldigi, ancak bicimsel
degisimin sifir noktasindan basladig1 akis tipidir. Akis indisi 1 olunca Newton
akig gosterirler. Bu akis tipini gosteren maddeler, dururken bir ag yapisi
olustururlar. Kayma kuvveti ile bu yap1 parcalanir ve “kaymaya bagli incelme”
goriiliir. Deneysel c¢alismalarda bu profil genellikle log-log koordinatlarinda
gosterilir. ZnO igeren siispansiyon formiilasyonlarmm 400-800 sn”' kayma
hizindaki 0. zaman 6l¢iimleri Power Law modeline % 88.6 uyum gdstermistir.
25°C, 4°C ve 40°C’lik  ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin 360. giin
Olclimlerinde bir diisiis gozlenmemis; aksine % 95 seviyelerine kadar yiikselme
gerceklesmistir.

112



MEZ5-TO

-
e
-
a.
E
é /
A=
B e
o5
g\ /
e
L)
<00 &00 =200
Lkayina him (17sn)
IEA-TZE&0
—
L)
b -
)
é //H
is
S L~
% w
A
[
400 SO0 200
kayvma hi= (17sn)
IAEZS-TS60
-
e
-
C.
E
a
= e
[E R |
=N //
o5
%‘ *\R”_/_//
=)
L
<00 S00 200
leayma hi= (15sn)
MEAQ-T360
—
L)
d -
g
=
=
=
[E s
{=T1]
o
E
]
W
=
4] 200

400 &0
kayma = (17sn)

Sekil 72. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin reogramlari
a. 0. zaman
b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Sekil 73. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin reogramlar:

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Morfolojik Inceleme ve Tip Tayini

0. zaman ve 360. giinlerde formiilasyonlarin morfolojik incelemesi Nicon Eclipse
E4000 151k mikroskobu ile yapilmistir (Sekil 74).

Sekil 74. Eusolex® OCR i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin morfolojik incelemesi
a. 0. zaman
b. 360. giin, 4°C
c. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C

I¢ faz1 boyamak igin metilen mavisi kullanilmis, formiilasyonlar x100 biiyiitmede
incelenmistir. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda i¢ faz olan su, metilen mavisi
ile boyanmis ve emiilsiyon tipinin S/Y oldugu goriilmiistiir. 360. giin sonunda
yapilan incelemelerde emiilsiyon tipinin degigsmeden kaldigi bulunmustur.

Mikroskoba bagli fotograf makinesinden goriintiiller alinmis ve damlacik
bilyiikligii dagilimi bulgulart ile karsilagtinlmistir.  Damlacik  biiytikligi
dagiliminda 0.2-0.9 pum arasinda bulunan damlaciklar, morfolojik inceleme
sonucunda elde edilen goriintiilerde de goriilmiis; ancak, formiilasyonlarda az da
olsa 10 um gibi biiyiik damlaciklarin oldugu da belirlenmistir.

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
360. giin morfolojik incelemeleri karsilastirildiginda, 10 pm gibi biiyiik damlacik
sayisinin, en az 4°C ve en fazla da 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarda
oldugu bulunmustur. Bu durum, 25°C ve 4°C’lik ortamlardaki mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin, 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlardan ¢ok daha
kararli yapida kaldigin1 gostermistir.
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FT-IR Spektrumu

OCR igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman ve 360. giin FT-IR

analizlerinden elde edilen

sonuglar Sekil 75’te sunulmustur.
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Sekil 75. Eusolex® OCR i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarmnin FT-IR spektrumlar

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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ZnO igeren siispansiyon formiilasyonlarinin 0. zaman ve 360. giin FT-IR
analizlerinden elde edilen sonuclar Sekil 76’da sunulmustur.
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Sekil 76. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlar:

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Sekil 77. Etkin madde icermeyen mikroemiilsiyon formiilasyonunun FT-IR spektrumu

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 360. giin FT-IR
analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda spektrumlar alinmis, 0. zaman sonuglar1 ve
OCR’nin spektrumlari ile karsilastirilmistir.

OCR ve ZnO iceren formiilasyonlar ayri1 ayr1 degerlendirilmis ve incelenen
bantlarda bir kayma ya da bozunma goézlenmemistir. Ancak, formiilasyonlarin
yapisinda bulunan sudan dolayr 3300-3700 cm™ arasinda genis bir OH band:
gorilmiistiir.

Elde edilen spektrumlar, hazirlanan formiilasyonlarin 360. giin sonunda kararl
oldugu seklinde yorumlanmustir.

NMR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 360. giin NMR
analizlerinde ¢oziicii olarak dotero-kloroform maddesi kullanilarak spektrumlari
alinmig, 0. zaman sonuglart ve OCR’nin spektrumlar1 ile karsilastirilmistir.
OCR’nin yapisindaki 10 aromatik proton karakteristik olarak yaklasik 7 ppm’de
coklu pik seklinde goriilmiis, ZnO ise yapisindan dolayr NMR analizinde
incelenememistir.

OCR igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 40°C sicaklikta 360. giin NMR
spektrumunda, OCR’nin yapisindaki 10 aromatik protonun 6.5 ppm’e kaydig
goriilmiistiir. Bu kayma, formiilasyonun ana yapisi i¢in ¢ok énemli gériilmemis ve
ester yapisindaki degisiklerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. OCR ve ZnO
igeren formiilasyonlar ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve incelenen bantlarda 6nemli bir
kayma veya bozunma goriilmemistir. Elde edilen spektrumlar, formiilasyonlarin
360. giin sonunda kararli oldugu seklinde yorumlanmustir.

Ch Ll
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Sekil 78. Etkin madde icermeyen mikroemiilsiyon formiilasyonunun NMR spektrumu
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OCR igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarin, 0. zaman ve 360. giin NMR
analizlerinden elde edilen sonuglar Sekil 79’da sunulmustur.
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Sekil 79. Eusolex® OCR i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarmmin NMR spektrumlari

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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ZnO igeren siispansiyon formiilasyonlarinin, 0. zaman ve 360. giin NMR
analizlerinden elde edilen sonuglar Sekil 80’de sunulmustur.
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Sekil 80. Cinko oksit iceren siispansiyon formiilasyonlarinin NMR spektrumlari

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarinin 0. zaman ve
360. giin etkin madde miktar tayinleri i¢in, HPLC ve ICP-OES kullanilmstir.

Eusolex® OCR Miktar Tayini

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda OCR miktar tayini i¢in HPLC
kullanilmig ve elde edilen sonuglar % geri kazanmim olarak Cizelge 40’ta
verilmistir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanirken, toplam formiilasyonun, % 2’si
kadar etkin madde sisteme yiiklenmistir. Boylece, 30 g formiilasyona 0.6 g etkin
madde konulmustur. Miktar tayini sonunda elde edilen % geri kazanim oranlari,
etkin maddenin formiilasyonda bulunan gercek yiizde degerlerini gostermektedir.

0. zamanda, etkin maddenin geri kazanimi1 % 99.68 olarak hesaplanmistir. Bunun
anlami 0.6 g etkin maddenin % 99.68’1 formiilasyona yiiklenebilmistir. % 0.32’lik
eksilmenin, formiilasyonun hazirlanmasi sirasinda, etkin maddenin kullanilan
behere ya da karistiriciya yapigsmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarindaki  toplam etkin madde miktarlar
incelendiginde, % geri kazanim oranlari, 0. zamanda % 99.68, 360. giin sonunda
25°C’lik ortamda % 96.05, 4°C’lik ortamda % 89.61 ve 40°C’lik ortamda % 85.75
olarak bulunmustur. HPLC kromatogramlarinda OCR’nin bozunma pikleri
gorliilmemis; bu azalmanin, etkin maddenin zaman icinde etkinligini
kaybetmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir.

Cizelge 40. Mikroemiilsiyon formiilasyonlar: icindeki Eusolex® OCR’nin % geri kazanim
g y y g

miktarlari
% Ortalama SH BSS % 95 CI
(n=6)
0. Zaman 99.68 | 0,37 0,91 +0.9454
4°C, 360. Giin 89.61 0,31 0,84 +0.7948
25°C, 360. Giin 96.05 | 0,32 0,80 +0.8092
40°C, 360. Giin 85.75 0,25 0,72 +0.6468

Cinko Oksit Miktar Tayini

Hazirlanan siispansiyon formiilasyonlarinda ZnO miktar tayini i¢in optik emisyon
spektroskopisi kullanilmis ve sonuglar % geri kazanim olarak Cizelge 41°de
verilmigtir.

0. zamanda, etkin maddenin geri kazanimi % 88.18 olarak hesaplanmistir. Bunun
anlami 0.6 g etkin maddenin % 88.18’1 formiilasyona yliklenebilmistir.
% 11.82’°1lik eksilmenin, formiilasyonun hazirlanmasi sirasinda, etkin maddenin
kullanilan behere ya da karistiriciya yapismasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.

Siispansiyon formiilasyonlarindaki toplam etkin madde miktarlar1 incelendiginde
% geri kazanim oranlari, 0. zamanda % 88.18, 360. giin sonunda 25°C’lik ortamda

% 90.74, 4°C’lik ortamda % 88.90 ve 40°C’lik ortamda % 94.84 olarak
bulunmustur.
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izelge 41. Siispansiyon formiilasyonlari icindeki ¢inko oksitin % geri kazanim miktarlar
g pansly y g

% Ortalama

(n=3) SH BSS % 95 CI
0. Zaman 88.18 0.89 1.75 +3.8472
4°C, 360. Giin 88.90 0.22 0.43 +0.9641
25°C, 360. Giin 90.74 0.20 0.39 +0.8833
40°C, 360. Giin 89.42 0.15 0.28 +0.6465

ZnO ¢ok kararli bir bilesik oldugu i¢in, 360 giin gibi bir zaman i¢inde etkinligini
kaybetmesi s6z konusu degildir. Etkin madde geri kazanim ylizdelerindeki
farkliliklarin, 25°C, 4°C ve 40°C’lik her ortam icin 30 g’lik drneklerin birbirinden
bagimsiz olarak hazirlanmasindan kaynaklandig diistiniilmiistiir.

Hazirlanan formiilasyonlardaki ZnO miktarinin bilinmesi, Transpore™ Testi gibi
etkinlik testlerinin degerlendirilmesinde dnem tagimaktadir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Yapilan In Vitro Cahismalar
Transpore™ Test

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen mikroemiilsiyon ve siispansiyon
formiilasyonlarinin, 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki UV
absorbanslarinin Ol¢limii i¢in Transpore™ testi kullanilmis ve elde edilen
sonuclar Sekil 81 ve Sekil 82°de karsilastirmali olarak sunulmustur.

Formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerde Slgiilen UV
absorbanslart az da olsa farkliliklar gostermis; ancak, OCR ve ZnO igeren
formiilasyonlar arasindaki fark daha 6nemli bulunmustur. Yapilan Transpore™
testi sonucunda, ayni miktarda etkin madde icermesine ragmen, UV isinlarini
kimyasal olarak siizen OCR’nin koruyucu etkisinin, UV 1sinlarin1 fiziksel olarak
sizen ZnO’dan ¢ok daha iyi oldugu gorilmistir. ZnO igeren krem
formiilasyonlarinin UV absorbanslar1 0.1-0.2 araliginda bulunmus, OCR igeren
formiilasyonlarin UV absorbanslari ise UVB bdlgesinde 1.3 seviyesine kadar
¢cikmustir.
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Sekil 81. Eusolex® OCR iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarimin 0. zaman, 15., 30., 90.,
180. ve 360. giinlerdeki Transpore™ testi sonuclari
a. 25°C
b. 4°C
c. 40°C
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Sekil 82. Cinko oksit i¢eren siispansiyon formiilasyonlarinin 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve
360. giinlerdeki Transpore™ testi sonuclar:

a. 25°C
b. 4°C
¢. 40°C
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Krem Formiilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon ve Kararhhk
Cahismalan

Hazirlanan krem sistemlerinin fiziksel Ozelliklerini incelemek igin, preparatlar
25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlara konulmustur. Formiilasyonlarin kararlilik testleri
onceden belirlenen periyotlarda gerceklestirilmistir.

pH Ol¢iimii

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarmin, pH
degerleri Cizelge 42 ve Cizelge 43’te sunulmustur.

Cizelge 42. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarimin pH degerleri

Ortalama (n=3) SS SH
KC25-T0 7.94 0.03 0.02
KC25-T15 7.74 0.03 0.02
KC25-T30 7.40 0.02 0.01
KC25-T90 7.39 0.02 0.01
KC25-T180 7.12 0.05 0.03
KC25-T360 7.07 0.04 0.02
KC4-TO0 7.94 0.03 0.02
KC4-T15 7.55 0.03 0.01
KC4-T30 7.28 0.05 0.03
KC4-T90 7.25 0.05 0.03
KC4-T180 6.91 0.06 0.04
KC4-T360 6.84 0.03 0.02
KC40-T0 7.94 0.03 0.02
KC40-T15 7.30 0.04 0.02
KC40-T30 7.03 0.05 0.03
KC40-T90 7.02 0.02 0.01
KC40-T180 6.74 0.07 0.04
KC40-T360 6.53 0.07 0.04

Cizelge 43. Eusolex® OCR iceren krem formiilasyonlarmin pH degerleri

Ortalama (n=3) SS SH
KE25-T0 7.84 0.04 0.02
KE25-T15 7.82 0.02 0.01
KE25-T30 7.65 0.02 0.01
KE25-T90 7.68 0.03 0.02
KE25-T180 7.48 0.05 0.03
KE25-T360 7.52 0.03 0.02
KE4-TO 7.84 0.04 0.02
KE4-T15 7.56 0.05 0.03
KE4-T30 7.46 0.03 0.02
KE4-T90 7.45 0.05 0.03
KE4-T180 7.18 0.04 0.02
KE4-T360 7.19 0.04 0.02
KE40-TO 7.84 0.04 0.02
KE40-T15 7.34 0.06 0.04
KE40-T30 7.00 0.05 0.03
KE40-T90 6.99 0.05 0.03
KE40-T180 6.73 0.06 0.04
KE40-T360 6.72 0.01 0.00
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ZnO ve OCR igeren krem formiilasyonlarinin pH degerlerindeki degisim,
karsilastirmali olarak Sekil 83 ve Sekil 84°te gosterilmistir.
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Sekil 83. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarinin ortalama pH degerleri
8,00
HKE-TO
7,50 HKE-T15
M KE-T30
& 7,00
®KE-T90
6,50 HKE-T180
M KE-T360

25°C 4°C 40°C
Formiilasyonlarin Kararlilik Test Ortamlari

Sekil 84. Eusolex® OCR iceren krem formiilasyonlarimn ortalama pH degerleri

OCR igeren krem formiilasyonlarinin 0. zaman o6l¢iimlerinde ortalama pH 7.8
olarak bulunmus, 360. giin sonunda bu deger ortalama pH 7.2 seviyesine
diismiistiir.

Formiilasyonlarmn 0. zaman ve 360. gin pH bulgularmin istatistiksel
karsilastirilmast  yapilmig; 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda ileri
diizeyde 6nemli fark (p<0.001), 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda ¢ok
onemli fark (p<0.01) ve 25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda da onemli
fark (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.

ZnO igeren krem formiilasyonlarinin 0. zaman 6l¢limlerinde ise ortalama pH 7.9
olarak bulunmus, 360. giin sonunda bu degerin de ortalama pH 6.7 seviyesine
diistiigli gorilmustiir.

Formiilasyonlarm 0. zaman ve 360. gin pH bulgularin istatistiksel
karsilastirilmast yapilmis; 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonda ¢ok onemli
fark (p<0.01), 40°C ve 25°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda da ileri
diizeyde onemli fark (p<0.001) oldugu goriilmiistiir.
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25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen SLN formiilasyonlarinin 360. giin pH
Olciim bulgularinin da istatistiksel karsilastirilmast yapilmis ve farkli ortamlar
arasindaki pH degisimlerinde de 6nemli degismeler oldugu goriilmiistiir.

Saklama siiresi boyunca goriilen pH degisikliklerden dolayi, formiilasyonlarin
360. giin dl¢timlerinde kararli bir yapida kaldig1 sdylenemez.

Formiilasyonlardaki pH degisikliginin, parcaciklarin yiizey yiiklerinin degismesi,
etkin maddenin bozunmasi veya mikrobiyolojik iiremeden kaynaklandigi
diistinilmiistir.

Faz Ayrimu

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerde faz ayrim1 olup olmadig1 gorsel olarak belirlenmis ve
hicbirinde faz ayrimi gériilmemistir.

Fiziksel Goriiniis

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki fiziksel goriiniislerinde herhangi bir degisiklik
gbzlenmemis ve hazirlandig1 andan itibaren tekdiize goriiniimiinli korumustur.

Reolojik Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin , 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki reolojik analizleri i¢in koni-plak viskozimetresi
kullanilmustir.

Formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin bulgular1 karsilastirmali olarak Sekil 85
ve Sekil 86’da sunulmustur.

OCR igeren krem formiilasyonlarmm 0-4 sn”' kayma hizindaki, 0. zaman
Ol¢timleri Power Law modeline % 97.6 uyum gostermistir. 25°C, 4°C ve 40°C’lik
ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin 360. giin Ol¢limlerinde 6nemli bir
degisiklik gézlenmemistir.

ZnO iceren krem formiilasyonlarmin 0-4 sn’' kayma hizindaki, 0. zaman
Ol¢iimleri Casson modeline % 97.4 uyum gostermistir. 25°C, 4°C ve 40°C’lik
ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin 360. giin Ol¢limlerinde de Onemli bir
degisiklik gézlenmemistir.

Casson modelinde akisin baslayabilmesi i¢in bir esik degeri vardir. Ancak esik
degeri asildiktan sonra Newton akis goriilmez. Ideal olmayan bir plastik akis
gosterir. Biitiin plastik sistemlerde oldugu gibi kayma hizi arttik¢a, viskozitede
diisme goriiliir. Deneysel ¢alismalarda bu profil genellikle kayma geriliminin
karekdokii-kayma hizinin karekdkii koordinatlarinda gosterilir.

Yapilan reolojik analizler sonucunda, hazirlanan formiilasyonlarin 0. zamanda
uyum gosterdikleri akis modellerinin, 360. giin sonunda da degismedigi ve kararl
bir yapida kaldigi bulunmustur.
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Sekil 85. Eusolex® OCR iceren krem formiilasyonlarinn reogramlar

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Sekil 86. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarinin reogramlari

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Termal Analiz

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki termal analizleri, DSC kullanilarak
belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 44 ve Cizelge 45’te sunulmustur.

Cizelge 44. Eusolex® OCR iceren krem formiilasyonlarinin termal analizleri

Erime Donma
Sicakhik (°C) Is1 (J.g™) Sicakhik (°C) Is1 (J.g™)
KE25-T0 57.57 -21.45 32.59 24.79
KE25-T15 58.36 -31.75 33.94 31.50
KE25-T30 59.73 -31.16 35.36 21.81
KE25-T90 59.77 -31.62 35.39 31.79
KE25-T180 60.01 -32.97 35.79 23.42
KE25-T360 59.83 -29.86 36.04 25.61
KE4-T0O 57.57 2145 32.59 24.79
KE4-T15 57.80 -32.17 34.16 27.62
KE4-T30 58.48 -30.01 32.55 25.48
KE4-T90 59.41 -47.68 35.71 26.66
KE4-T180 59.77 -43.26 35.94 26.45
KE4-T360 57.55 -45.36 36.17 25.13
KE40-T0 57.57 -21.45 32.59 24.79
KE40-T15 57.88 -34.56 34.11 31.50
KE40-T30 58.72 -33.35 34.04 33.46
KE40-T90 60.02 -42.70 36.12 32.61
KE40-T180 60.33 -37.28 36.27 24.02
KE40-T360 58.22 -35.72 34.19 28.86

Cizelge 45. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarinin termal analizleri

Erime Donma
Sicakhik (°C) Ist (J.g™) Sicakhik (°C) Ist (J.g™)
KC25-T0 57.74 -37.21 35.74 25.13
KC25-T15 58.29 -33.34 35.67 26.14
KC25-T30 58.04 -26.28 37.20 18.56
KC25-T90 58.69 -39.84 37.81 23.86
KC25-T180 60.90 -27.24 38.80 18.51
KC25-T360 57.98 -32.57 37.85 24.24
KC4-T0 57.74 -37.21 35.74 25.13
KC4-T15 58.50 -27.33 38.40 20.97
KC4-T30 58.72 -23.96 38.66 19.59
KC4-T90 59.80 -31.94 38.24 23.71
KC4-T180 60.58 -36.90 38.41 26.34
KC4-T360 60.42 -33.63 38.12 24.58
KC40-T0O 57.74 -37.21 35.74 25.13
KC40-T15 60.77 -42.72 37.47 31.82
KC40-T30 60.73 -38.13 37.70 29.70
KC40-T90 61.18 -39.59 37.06 33.40
KC40-T180 57.78 -38.27 35.89 32.64
KC40-T360 60.71 -41.15 35.72 28.59

Krem formiilasyonlarinin termogramlar1 ise karsilastirmali olarak Sekil 87 ve
Sekil 88’de gosterilmistir.
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Sekil 87. Eusolex® OCR iceren krem formiilasyonlarinin termal analizi
a. 0. Zaman
b. 360. giin, 25°C
c. 360. giin, 4°C
d. 360. giin, 40°C
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Sekil 88. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarinin termal analizi

a. 0. zaman

b. 360. giin, 25°C
¢. 360. giin, 4°C
d. 360. giin, 40°C
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OCR igeren krem formiilasyonlarinin 0. zaman Ol¢iimlerinde erime derecesi
57.57°C olarak bulunmustur. 360. giin 6l¢iimlerinde bu deger, 25°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 59.83°C, 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar
icin 57.55°C ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in de 58.22°C olarak
bulunmustur.

ZnO igeren krem formiilasyonlarinin 0. zaman Ol¢iimlerinde erime derecesi
57.74°C olarak bulunmustur. 360. giin dlglimlerinde bu deger, 25°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 57.98°C, 4°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar
icin 60.42°C ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in de 60.71°C olarak
bulunmustur.

Formiilasyonlarin termal analizlerinde tek Ol¢iim yapildigl icin, bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmast yapilamamis; ancak, erime ve donma pikleri
incelendiginde onemli bir degisimin olmadig1 gézlenmistir.

X-Isint Kirtnim Analizi

Hazirlanan SLN siispansiyonlarinin 0. zaman ve 360. giin X-i1gin1 kirmim
analizlerinden elde edilen sonuglar Sekil 89 ve Sekil 90°da sunulmustur.
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Sekil 89. 25°C sicakliktaki krem formiilasyonlarinin 360. giin X-1s1m kirinim analizi
a. OCR
b. ZnO
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Sekil 90. Krem formiilasyonlarimin 0. zaman X-151m1 kirinim analizleri
a. Etkin madde icermeyen formiilasyon
b. OCR iceren formiilasyon
¢. ZnO i¢eren formiilasyon

OCR ve ZnO igeren formiilasyonlar ayri ayri degerlendirilmistir. Dynasan®
116’nin 18.95 (20) derecesinde karakteristik piki ve ZnO’nun 32, 34 ve 36 (20)
derecelerinde iiglii pikleri biitiin formiilasyonlarda goriilmiis, incelenen bantlarda
bir kayma ya da bozunma gdzlenmemistir. OCR ise X-151n1 kirtnim analizinde sivi
yapisindan dolayr pik vermemistir. Hazirlanan formiilasyonlarin  360. giin
sonunda kararli oldugu bulunmustur.
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FT-IR Spektrumu

OCR igeren krem formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin FT-IR analizlerinden
elde edilen sonuclar Sekil 91°de sunulmustur.

VT
100
%T w
a.
50
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
cm-’
100
%T
s0 b.
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
cm-’
100
%T
C.
50 S
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
cm-’
80
%T /J\
a0 J
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
cm-’

Sekil 91. Eusolex® OCR i¢eren krem formiilasyonlar1 FT-IR spektrumlari

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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OCR igeren krem formiilasyonlarin 0. zaman ve 360. giin FT-IR analizlerinden
elde edilen sonuclar Sekil 92°de sunulmustur.
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Sekil 92. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlari

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C
¢. 360. giin, 25°C
d. 360. giin, 40°C
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Sekil 93. Etkin madde icermeyen krem formiilasyonunun FT-IR spektrumu

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 360. giin FT-IR
analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda spektrumlar alinmus ve 0. zaman sonuglart,
Dynasan® 116 ve OCR’nin spektrumlari ile karsilagtiriimistir.

OCR ve ZnO iceren formiilasyonlar ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve incelenen
bantlarda bir kayma ya da bozunma goézlenmemistir. Ancak, formiilasyonlarin
yapisinda bulunan sudan dolayr 3300-3700 cm™ arasinda genis bir OH band:
gorilmiistiir.

Elde edilen spektrumlar, hazirlanan formiilasyonlarin 360. giin sonunda kararl
oldugu seklinde yorumlanmustir.

NMR Analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 360. giin NMR
analizlerinde ¢oziicii olarak dotero-kloroform maddesi kullanilarak spektrumlari
alinmis ve 0. zaman sonuglari, Dynasan® 116 ve OCR’nin spektrumlari ile
karsilastirilmistir.

OCR’nin yapisindaki 10 aromatik proton karakteristik olarak yaklasik 7 ppm’de
coklu pik seklinde goriilmiis, ZnO ise yapisindan dolayt NMR analizinde
incelenememistir.

OCR ve ZnO iceren formiilasyonlar ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve incelenen
bantlarda O6nemli bir kayma veya bozunma goriilmemistir. Elde edilen
spektrumlar, formiilasyonlarin 360. giin sonunda kararli oldugu seklinde
yorumlanmustir.

. .

s’ ' 7o 7 8o ' 5o T alo " 3o 7 2o 170 BEm

Sekil 94. Etkin madde icermeyen krem formiilasyonunun NMR spektrumu
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OCR igeren krem formiilasyonlarinin, 0. zaman ve 360. giin NMR analizlerinden
elde edilen sonuglar Sekil 95°te sunulmustur.

so ' 7o ' 8o | so | alo o ' 2o ' 1o PPpm

SUREES——Y SV Y S -

10 pPpm
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Sekil 95. Eusolex® OCR i¢eren krem formiilasyonlarinin NMR spektrumlari

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C

¢. 360. giin, 25°C

d. 360. giin, 40°C
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Zn0 igeren krem formiilasyonlarinin, 0. zaman ve 360. giin NMR analizlerinden
elde edilen sonuglar Sekil 96’da sunulmustur.

,A N

so ' 7o ' 6o ' 5o ' 4o ' 3o 10 ppm
Sekil 96. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarinin NMR spektrumlari

a. 0. zaman

b. 360. giin, 4°C

¢. 360. giin, 25°C

d. 360. giin, 40°C
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Krem Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin 0. zaman ve
360. giin etkin madde miktar tayinleri i¢in, HPLC ve ICP-OES kullanilmigtir.

Eusolex® OCR Miktar T. ayini

Hazirlanan krem formiilasyonlarinda OCR miktar tayini icin HPLC kullanilmis ve
elde edilen sonuglar % geri kazanim olarak Cizelge 46’da verilmistir.

0. zamanda, etkin maddenin geri kazanim1 % 99.09 olarak hesaplanmistir. Bunun
anlami, 0.6 g etkin maddenin % 99.09’u formiilasyona yiiklenebilmistir.
% 0.91’lik eksilmenin, formiilasyonun hazirlanmasi sirasinda, etkin maddenin
kullanilan behere ya da karistiriciya yapismasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.

Krem formiilasyonlarindaki toplam etkin madde miktarlar incelendiginde, % geri
kazanim oranlari, 0. zamanda % 99.09, 360. giin sonunda 25°C’lik ortamda
% 93.91, 4°C’lik ortamda % 89.68 ve 40°C’lik ortamda % 85.82 olarak
bulunmugtur. HPLC kromatogramlarinda OCR’nin bozunma pikleri goriilmemis;
bu azalmanin, etkin maddenin zaman ig¢inde etkinligini kaybetmesinden
kaynaklandig1 diistinilmistiir.

Cizelge 46. Krem formiilasyonlar icindeki Eusolex® OCR’nin % geri kazanim miktarlar

% Ortalama

(n=6) SH BSS % 95CI
0. Zaman 99.09 | 0.37 0.92 +0.9565
4°C,360. Giin 89.68 0.34 0.93 +0.8751
25°C,360.Giin 9391 | 0.35 0.90 +0.8893
40°C,360.Giin  85.82 0.27 0.77 +0.6977

Cinko Oksit Miktar Tayini

Hazirlanan krem formiilasyonlarinda ZnO miktar tayini i¢in optik emisyon
spektroskopisi kullanilmis ve sonuglar % geri kazanim olarak Cizelge 47°de
verilmigtir.

0. zamanda, etkin maddenin geri kazanimi % 94.45 olarak hesaplanmistir. Bunun
anlami 0.6 g etkin maddenin % 94.45°1 formiilasyona yiiklenebilmistir. % 5.55’lik
eksilmenin, formiilasyonun hazirlanmasi sirasinda, etkin maddenin kullanilan
behere ya da karistiriciya yapismasindan kaynaklandigi diistintilmiistiir.

Cizelge 47. Krem formiilasyonlari icindeki ¢cinko oksitin % geri kazamim miktarlar

% Ortalama

(n=3) SH BSS % 95 CI
0. Zaman 94.45 0.14 0.25 +0.5891
4°C, 360. Giin 85.81 0.10 0.21 +0.4529
25°C, 360. Giin 93.07 0.93 1.73 +3.9952
40°C, 360. Giin 86.48 0.24 0.48 +1.0381
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Krem formiilasyonlarindaki toplam etkin madde miktarlar incelendiginde % geri
kazanim oranlari, 0. zamanda % 94.45, 360. giin sonunda 25°C’lik ortamda
% 93.07, 4°C’lik ortamda % 85.81 ve 40°C’lik ortamda % 86.48 olarak
bulunmustur.

ZnO ¢ok kararli bir bilesik oldugu i¢in, 360 giin gibi bir zaman i¢inde etkinligini
kaybetmesi soz konusu degildir. Etkin madde geri kazanim yiizdelerindeki
farkliliklarin, 25°C, 4°C ve 40°C’lik her ortam i¢in 30 g’lik 6rneklerin birbirinden
bagimsiz olarak hazirlanmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

Hazirlanan formiilasyonlardaki ZnO miktarinin bilinmesi, Transpore™ Test gibi
etkinlik testlerinin degerlendirilmesinde 6nem tagimaktadir.

Krem Formiilasyonlarinda Yapilan in Vitro Cahsmalar
Transpore™ Test

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen krem formiilasyonlarinin, 0. zaman,
15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerdeki UV absorbanslarinin 6l¢limii i¢in
Transpore™ testi kullanilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 97 ve Sekil 98°de
karsilagtirmal1 olarak sunulmustur.

Formiilasyonlarinin, 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve 360. giinlerde ol¢lilen UV
absorbanslar1 az da olsa farkliliklar gdstermis; ancak, OCR ve ZnO igeren
formiilasyonlar arasindaki fark daha onemli bulunmustur. Yapilan Transpore™
testi sonucunda, ayni miktarda etkin madde igcermesine ragmen, UV isinlarini
kimyasal olarak siizen OCR’nin koruyucu etkisinin, UV 1sinlarini fiziksel olarak
sizen ZnO’dan ¢ok daha iyi oldugu gorilmiistir. ZnO igeren krem
formiilasyonlarinin UV absorbanslart 0.3-0.6 araliinda bulunmus, OCR igeren
formiilasyonlarin UV absorbanslari ise UVB bdlgesinde 1.8 seviyesine kadar
cikmustir.
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Sekil 97. Cinko oksit iceren krem formiilasyonlarinin 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve
360. giinlerdeki Transpore™ testi sonuclar:

a. 25°C
b. 4°C
c. 40°C
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Sekil 98. Eusolex® OCR iceren krem formiilasyonlarinin 0. zaman, 15., 30., 90., 180. ve
360. giinlerdeki Transpore™ testi sonuclar:
a. 25°C
b. 4°C
c. 40°C
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Formiilasyonlarin Karakterizasyon ve Kararlihk Bulgularmmin istatistiksel
Karsilastirmasi

Formiilasyonlarin karakterizasyon ve kararlilik bulgularinin karsilastirilmasi igin
SPSS 11.5 istatistik programi ile “Bagimsiz T-Test ile Cift-Yonli ANOVA”
yontemi kullanilmustir.

Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyon ve Kararliik
Bulgulan

SLN formiilasyonlarindan elde edilen, pargacik biiyiikliigii, polidisperslik indisi,
zeta potansiyel, iletkenlik ve pH degerlerinin istatistiksel karsilagtiriimasi
Cizelge 48-Cizelge 49°da verilmistir.

Cizelge 48. Aym sicakhiktaki kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin 0. zaman ve 360. giin
karakterizasyon ve kararhhk bulgularinin istatistiksel karsilastirmasi

Formiilasyonlar Potfl(:lts?yel Hletkenlik pH Blsiz;fli.icl?lciilgﬁ POllg;il[;:;SIlk
FSE25-T0 p=0.000 p=0.118 p=0.003 p=0.024
FSE25-T360 p< 0.001 i p>0.05 p<0.01 p<0.05
FSE4-T0 p=0.000 p=0.423 p=0.087 p=0.000 p=0.053
FSE4-T360 p< 0.001 p>0.05 p>0.05 p<0.001 p>0.05
FSE40-T0 p=0.000 p=0.025 p=0.000 p=0.013
FSE40-360 p<0.001 i p<0.05 p< 0.001 p<0.05
FSC25-T0 p=0.000 p=0.054 p=0.048 p=0.000 p=0.002
FSC25-T360 p<0.001 p>0.05 p<0.05 p< 0.001 p<0.01
FSC4-T0 p=0.003 p=0.184 p=0.013 p=0.003 p=0.002
FSC4-T360 p<0.01 p>0.05 p<0.05 p<0.01 p<0.01
FSC40-T0 p=0.004 p=0.184 p=0.032 p=0.000 p=0.000
FSC40-360 p<0.01 p>0.05 p<0.05 p< 0.001 p<0.001

Cizelge 49. Farkh sicakhiklardaki kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarimin 360. giin
kararhlik bulgularinin istatistiksel karsilastirmasi

.. Zeta ; . Parcacik Polidisperslik
Formiilasyonlar Potansiyel lletkenlik pH Biiyiickliigii in({)isi
FSE25-T360 p=0.011 p=0.321 p=0.001 p=10.003
FSE4-T360 p<0.05 i p>0.05 p<0.01 p<0.01
FSE25-T360 p=0.003 p=0.000 p=0.342 p=0.000 p=0.015
FSE40-T360 p<0.01 p=<0.001 p>0.05 p<0.001 p<0.05
FSE4-T360 p=0.002 p=0.000 p=0.044 p=0.000 p=0.089
FSE40-T360 p<0.01 p=<0.001 p<0.05 p<0.001 p>0.05
FSC25-T360 p=0.006 p=0.013 p=0.054 p=0.049 p=0.000
FSC4-T360 p<0.01 p<0.05 p>0.05 p<0.05 p<0.001
FSC25-T360 p=0.085 ) p=0.070 p=0.000 p=0.000
FSC40-T360 p>0.05 p>0.05 p<0.001 p<0.001
FSC4-T360 p=0.063 p=0.095 p=0.699 p=0.000 p=0.000
FSC40-T360 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.001 p<0.001

- Tekrarlanan 3 6l¢limiin sonucu ayni1 oldugu i¢in karsilagtirma yapilamamaistir.
p> 0.05 Fark yoktur.

p<0.05 Onemli fark vardir.

p<0.01 Cok énemli fark vardwr.

p<0.001 Tleri diizeyde 6nemli fark vardir.
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Mikroemiilsiyon ve Siispansiyon Formiilasyonlarimin Karakterizasyon ve
Kararlihik Bulgular

Mikroemiilsiyon ve siispansiyon formiilasyonlarindan elde edilen, damlacik ve
parcacik biiylikliigii, polidisperslik indisi, zeta potansiyel, iletkenlik ve pH
degerlerinin istatistiksel karsilastirilmast Cizelge 50-Cizelge 51°de verilmistir.

Cizelge 50. Aym sicaklhiktaki mikroemiilsiyon ve siispansiyon formiilasyonlarimin 0. zaman
ve 360. giin karakterizasyon ve kararhhk bulgularimn istatistiksel karsilastirmasi

Formiilasyonlar Poéflt:; el iletkenlik ;:ia?;llgicilkﬁ POh(iillls(ﬁgmk
ME25-T0 p=0.349 p=0.001 p=0.000 p=0.000 p=0.001
ME25-T360 p> 0.05 p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001
ME4-T0 p=0.013 p=0.397 p=0.040 p=0.000

ME4-T360 p<0.05 p> 0.05 p<0.05 p< 0.001 )
ME40-T0 p=0.124 p=0.002 p=0.003 p=0.000 p=0.000
ME40-360 p> 0.05 p<0.01 p<0.01 p< 0.001 p< 0.001
MC25-T0 p=10.001 p=0.001 p=0.001 p=0.000 p=0.001
MC25-T360 p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001 p<0.001
MC4-T0 p=0.016 p=0.397 p=0.008 p=0.000 p=0.000
MC4-T360 p<0.05 p> 0.05 p<0.01 p< 0.001 p< 0.001
MC40-T0 p=0.006 p=10.384 p=0.014 p=0.000 p=0.000
MC40-360 p<0.01 p> 0.05 p<0.05 p< 0.001 p< 0.001

- Tekrarlanan 3 6l¢iimiin sonucu ayni oldugu i¢in karsilagtirma yapilamamaistir.
p> 0.05 Fark Yoktur.

p<0.05 Onemli Fark Vardir.

p<0.01  Cok Onemli Fark Vardr.

p<0.001 ileri Diizeyde Onemli Fark Vardir.

Cizelge 51. Farkh sicakhklardaki mikroemiilsiyon ve siispansiyon formiilasyonlarimin
360. giin kararhlik bulgularinin istatistiksel karsilagtirmasi

Formiilasyonlar Potfl(:lts?yel Iletkenlik pH Blsiz;fli.icl?lciilgﬁ POllg;il[;:;SIlk
ME25-T360 p=0.005 p=0.028 p=0.853 p=0.008 p=0.001
ME4-T360 p<0.01 p<0.05 p>0.05 p<0.01 p=<0.001
ME25-T360 p=0.030 p=0.004 p=0.021 p=0.001 p=0.007
ME40-T360 p<0.05 p<0.01 p<0.05 p< 0.001 p<0.01
ME4-T360 p=0.003 p=0.005 p=10.103 p=0.000 p=0.000
ME40-T360 p<0.01 p<0.01 p>0.05 p< 0.001 p=<0.001
MC25-T360 p=10.010 p=0.038 p=0.256 p=0.000 p=0.015
MC4-T360 p<0.01 p<0.05 p>0.05 p< 0.001 p<0.05
MC25-T360 p=0.004 p=0.008 p=0.223 p=0.000 p=10.742
MC40-T360 p<0.01 p<0.01 p>0.05 p< 0.001 p>0.05
MC4-T360 p=0.480 p=0.005 p=0.287 p=0.000 p=0.024
MC40-T360 p>0.05 p<0.01 p>0.05 p< 0.001 p<0.05

p>0.05 Fark Yoktur.

p<0.05 Onemli Fark Vardir.

p<0.01 Cok Onemli Fark Vardur.

p<0.001 Tileri Diizeyde Onemli Fark Vardir.
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Krem Formiilasyonlarimin Karakterizasyon ve Kararlilik Bulgular:

Krem formiilasyonlarindan elde edilen pH degerlerinin istatistiksel
karsilastirilmast  Cizelge 52 ve Cizelge 53’te verilmistir.

Cizelge 52.

p>0.05
p<0.05
p<0.01
p<0.001

Cizelge 53.

p>0.05
p< 0.05
p<0.01
p<0.001

Aym sicakhiktaki krem formiilasyonlarmin 0. zaman ve 360. giin karakterizasyon
ve kararhlik bulgularimn istatistiksel karsilastirmasi

Formiilasyonlar pH

gggﬁgm p=0.011 p<0.05

gjggso p=0.002 p<0.01

ﬁigiﬂ’o p=0.001 p<0.001

ﬁgiiﬁgm p=0.002 p<0.01

ggiﬁgﬁo p=0.000 p<0.001

ggigggo p=10.001 p< 0.001
Fark Yoktur.

Onemli Fark Vardr.
Cok Onemli Fa"rk Vardur.
Ileri Diizeyde Onemli Fark Vardir.

Farkh sicakliklardaki krem formiilasyonlarmin 360. giin kararhhk bulgularinin
istatistiksel karsilastirmasi

Formiilasyonlar | pH

KE25-T360
KE4-T360
KE25-T360
KE40-T360
KE4-T360
KE40-T360
KC25-T360
KC4-T360
KC25-T360
KC40-T360
KC4-T360
KC40-T360

Fark Yoktur.

Onemli Fark Vardir.

Cok Onemli Fark Vardr.

ileri Diizeyde Onemli Fark Vardur.

p=0.002 p<0.01

p=0.000 p<0.001

p=0.002 p<0.01

p=0.026 p<0.05

p=0.002 p<0.01

p=0.025 p<0.05
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SONUC ve ONERILER

Hazirlanan sistemlerin, hem kendi i¢inde 0. zaman ve 360. giin bulgulari, hem de
farklr sicakliklardaki 360. giin bulgular istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

SLN formiilasyonlarinin 360. giin sonunda, pargacik biiyiikligii, polidisperslik
indisi, zeta potansiyel, iletkenlik ve pH degerleri incelenmis; elde edilen biitiin
sonuclarda dnemli fark oldugu (p<0.05) goriilmiistiir.

Mikroemiilsiyon ve siispansiyon formiilasyonlarinin 360. giin sonunda, damlacik
ve pargacik biiylikligii, polidisperslik indisi, zeta potansiyel, iletkenlik ve pH
degerleri incelenmis; elde edilen biitiin sonuglarda 6nemli fark oldugu (p<0.05)
goriilmiistiir.

Krem formiilasyonlarinin da karakterizasyon ve kararlilik bulgularinin istatistiksel
karsilagtirmasi yapilmis ve 360. giin sonunda pH degerleri incelenmis; elde edilen
biitiin sonuglarda 6nemli fark oldugu (p<0.05) goriilmiistiir.

Formiilasyonlarin karakterizasyon ve kararlilik bulgularinin karsilastirilmasi i¢in
SPSS 11.5 istatistik programi ile “Bagimsiz T-Test ile Cift-Yonli ANOVA”
yontemi kullanilmustir. Istatistiksel karsilastirma sonucunda formiilasyonlarin
kararlilik sonuglarinda 6nemli fark bulunmus; ancak, eclde edilen sonuglar
istenilen araliklar i¢cinde bulunmustur.

Biitlin formiilasyonlarin pH degerleri 5.4-7.9 arasinda, derinin tamponlayabilecegi
aralikta bulunmus, FT-IR, NMR ve X-ismm1 kirinimi, ve termal analizler
sonucunda formiilasyonlarin kararliliginin bozulmadigi goriilmiistiir (Dureja ve
ark., 2005).

25°C, 4°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarin, 0. zaman, 15., 30.,
90., 180. ve 360. giinlerdeki UV absorbanslarin 6l¢iimii i¢in Transpore™ testi
kullanilmig ve elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak sunulmustur.

Transpore™ testi sonucunda, SLN, mikroemiilsiyon ve krem sistemlerinin iicii
karsilastirildiginda iglerinden en etkilisi SLN’ler olarak bulunmustur. Bunun
nedeni, Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Yapilan /n Vitro Calismalar
boliimiinde (s. 99) belirtildigi gibi, etkin madde igermeyen SLN’lerin de giines
1s1nlarini siiziicii 6zelliginin olmasidir (Wissing ve Miiller, 2003).

Glinesten koruyuyu preparatlar i¢in diinyaca kabul edilen in vivo test yontemi, ¢ok
yakin bir tarihte reddedilerek yeni bir yontem arayisina gidilmistir. Kaynak
bilgisinde de anlatildigi gibi, 2005 yilinda CTFA ortak bir uluslararast SPF
yontem istegini COLIPA, JCIA ve CTFA-SA ile paylasmistir. Haziran 2005°te
baslayan goriismeler halen sonu¢lanmamigtir (COLIPA, 2006). Bu nedenle,
hazirlanan formiilasyonlarin in  vivo etkinlik Ozelliklerinin  incelemesi
yapilamamis, yalnizca in vitro deneylerle yetinilmistir.
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