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OZET

KAFEIN ICEREN KOZMETIK AMACLI
KITOSAN JEL FORMULASYONU GELISTIRILMESI VE
IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Buket KARAPINAR

Farmaso6tik Teknoloji Anabilim Dali
Kozmetoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2021
Danisman: Dog. Dr. Evrim YENILMEZ

Bu tez ¢alismasinin amaci, kitosan jel formiilasyonunun hazirlanmasi, yaslanma
karsit1 olarak kullanilan etkin madde kafeinin formiilasyona eklenmesi, kontrollii salim
gosteren yeni bir kozmetik preparat gelistirilmesi ve sistemin in vitro karakterizasyon ve

salim ¢alismalarinin yapilmasidir.

Kafein fotoyaglanma belirtilerinin gecikmesinde altin standart olan gilinesten
koruyucu etki gdsteren ve cilt lizerine uygulandiginda kan damarlarin1 genisleterek daha
zinde ve kiiciik kirigikliklar1 azaltan aynm1i zamanda antimikrobiyal, antioksidan,

antienflamatuvar ve anti kanser 6zelliklere sahip bir bilesendir.

Kozmetik iirlinlerde kafeinin tercih edilmesinin baslica avantajlari, ciltte asir1 yag

birikimini 6nlemesi, lenfatik drenaj1 tesvik etmesi ve cildi 151k hasarindan korumasidir.

Bu calismada, kafein igeren kozmetik amach kitosan jel formiilasyonu
gelistirilmistir. Formiilasyonun karakterizasyonu ve 3 aylik kararlilik caligmasi
yapilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde kitosan jelin kafein i¢in basarili bir tasiyici

sistem oldugu diisliniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Kafein, Kitosan, Deri, Kozmetik.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CAFEIN COSMETIC KITOSAN GEL
FORMULATION AND IN VITRO EVALUATION

Buket KARAPINAR

Department of Pharmaceutical Technology
Programme in Cosmetology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2021

Supervisor:

Assoc.Prof.Dr. Evrim YENILMEZ

The aim of this thesis study is to prepare the chitosan gel formulation, to add the
active ingredient caffeine used as an antiaging agent to the formulation, to develop a
new cosmetic preparation with controlled release and to carry out in vitro
characterization and release studies of the system.

Caffeine is a sunscreen, which is the gold standard in delaying the signs of
photoaging, and when applied on the skin, it dilates the blood vessels and reduces small
wrinkles and also has antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory and anti-cancer
properties.

The main advantages of caffeine in cosmetic products are that it prevents
excessive oil accumulation on the skin, promotes lymphatic drainage and protects the
skin from light damage.

In this study, a cosmetic chitosan gel formulation containing caffeine was
developed. Characterization of the formulation and a 3-month stability study was
carried out. When the results are evaluated, chitosan gel is thought to be a successful
carrier system for caffeine.

Keywords: Caffeine, Chitosan, Skin, Cosmetics.



TESEKKUR

Bu tezin ortaya ¢ikmasinda teorik bilgi birikiminden pratik uygulamalara kadar
tiim bu siireclerde bilgi ve tecriibesinden faydalandigim, bana biiyiik bir anlayis ve sabirla
yaklasan, beni bu siiregte cesaretlendirmesini esirgemeyen ve destegini her adimda
hissettigim cok degerli danisman hocam Dog. Dr. Evrim YENILMEZ’ e ¢cok tesekkiir

ederim.

Calismalarim esnasinda yardimlarin1 ve arkadasliklarini esirgemeyen Aras.Gor.

Sinan OZER’e ve Aras.gor. Kadir AYKAC a tesekkiir ederim.

Pratik caligmalarim esnasinda benden laboratuvar arkadaglhigini ve destegini

esirgemeyen Aya Yahya Fayez El-Oran’a tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde emegi biiyiik olan, benden hayatimin her adiminda ilgi ve
destegini esirgemeyen ve maddi manevi her kosulda yanimda olan sevgili annem, babam

ve kardesime tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca destegini benden esirgemeyen, bu zorlu siirecimde biiyiik

bir ilgi ve anlayisla benim yanimda olan Tansu KOSARSOY ’a tesekkiir ederim.



ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢caligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Vi
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1. GIRIS VE AMAC

Dogada seliilozdan sonra en fazla bulunan ve yenilenebilen dogal bir kaynak olan
kitinden elde edile Kkitosanin, yapilan birgok c¢alismada bakterilerin biiylimesini
engelledigi goriilmiis ve boylece antimikrobiyal aktivite icin aktif madde olarak

kullanilmaktadir.

Yenilenebilir bir kaynak ve ¢evre dostu dogal bir biyopolimer olan kitosanin tiim
bu karakterizasyon 6zellikleri g6z oniinde bulundurularak antibakteriyel ve antifungal
aktivitesindeki tstiinliigii iyi bir giivenlik profili ¢izmekte ve bdylece eczacilik,
biyomedikal, kimya, kozmetik, tekstil ve gida endiistrileri alanlarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Hidrojellerin gdstermis oldugu en belirgin spesifik davraniglart su tutma
kapasiteleri, gecirgenlikleri ve biyouyumluluklaridir. Bu yiiksek doku benzeri su
icerigine sahip hidrojeller besin maddelerinin girmesi veya metabolitlerin atilmasi gibi
gecirgenlik 6zelliklerine sahiptirler. Hidrojellerin yiiksek su icerikleri dogal dokulara ¢ok
benzer bir esneklik derecesine sahip olmalarini saglamaktadir. Biyolojik dokulara olan

biyouyumluklari kozmetik alanda sik kullanilmalarini saglamaktadir.

Cilt yaslanmasi; i¢ veya dis faktorlerin veya bunlarin birlikteliginin neden oldugu
kagiilmaz bir sekilde ortaya ¢ikan kompleks biyolojik bir siirectir. Farmasotik tasiyic
sistemlerin, kozmetik formiillerinde kullanilmasiyla gelisen iiretim teknolojileri, son
yillardaki stirdiiriilebilir yaklagimlart da hesaba katarak, temel kozmetik bakima

alternatifler sunmaktadir.

Gelisen kozmetik {iretim teknolojisini kullanarak iretilen aktif bilesenler,
stirdiiriilebilir ve dogal kaynakli hammaddelerin de kozmetik bilesenleri olarak
kullanimimin artmast ve farmasotik tasiyici sistemlerin  kozmetik formiillerinde
kullanilmasi toplumlarin artan kozmetik beklentilerini karsilamay1 hedeflemektedir. Bu
tez c¢alismasinda, cilt yaslanmasi karsitt kafein igceren kitosan jel formiilasyonu

hazirlanmis ve karakterizasyon caligmalar1 yapilmaistir.



2. KAYNAK BILGiSi
2.1. Kitosan

Kitosan, mantarlarin hiicre duvarlarinin ana bileseni olan, ayrica kalamar ve
ahtapot da dahil olmak {izere, eklembacaklilar, kabuklular, yengeg, 1stakoz, karides,
bocekler, yumusakgalar ve kafadan bacaklilarin iskeletinden kimyasal yolla elde edilen,
bir N-asetil-D-glukozamin polimeridir. Dogada seliilozdan sonra en fazla bulunan ve
yenilenebilen dogal bir kaynak olan kitinin seliilozdan farki zincirindeki C2 karbon
yapisindaki hidroksil grubu yerine asetamino grubunun bulunmasidir. Yilda en az 10
gigaton kitin biyosferde kullanilip hidrolize olurken, dogada ana zincir yapisinda azot

bulunan polimerler i¢inde de en bol bulunan dogal polimerdir [1, 2].

Kitosan ise bu N-asetil-D-glukozamin polimeri yapisindaki Kkitinin deasetile
edilmesiyle elde edilen molekiil agirligi 50-2000 kDa arasinda degismekte olan bir D-
glukozamin ve N-asetil-D-glukozamin kopolimeridir. Bu deasetilasyon islemi kitindeki
asetilamino (-NH-CO-CHz) gruplarinin bazik ortamda amino (-NH2) gruplarina
dontistiiriilmesi islemi olup bu islem sonunda N-asetil-D-glukozamin gruplari tamamen

dontistiiriilemez ancak sayilart D-glukozamin gruplarina gore azalmaktadir [3].

Aminoasetil grubunun donistiiriilmesi ile geride amino grubu kalir ve polimer
zinciri pozitif yiiklii hale gelmektedir. Yapilan bu deasetilasyon isleminin derecesi amino
gruplarinin asetilamino gruplarina oranina gore degerlendirilir. Kitinin kitosana doniisiim

asamasinda Kitin kitosana %80-90 deasetilasyon derecesi oraninda yaklasmaktadir [3, 4].

2.1.1. Kitosanin tarihgesi

Kitin ilk kez 1811 yilinda Fransa’da Prof.Dr. Henri Braconnot’un mantarlar iizerine
yaptig1 bir ¢alismada mantar hiicre duvarindan fungin adim1 verdigi kismi izole etmesi
sirasinda bu yapinin amonyak igerdigini gozlemlemesi ve bitkilerde o zamana kadar en

farkl1 yap1 oldugunu sdylemesiyle ortaya ¢ikmistir [3].

1832 yilinda Odier bocek kabuklari lizerine yaptigi caligmada bocek kabuklarinda
ve tirnak Ortiilerinde Prof.Dr. Henri Braconnot’un bahsettigi bu farkli yapinin
bulundugunu kesfetmistir. Bu caligmalar sayesinde bitkiler ve bocekler arasindaki bir

bag oldugu da ortaya ¢ikmustir [2, 3].



1811 yilinda mantarlarda kesfedilmis olan, daha sonra 1830’lu yillarda
boceklerden izole edilen ve 1859 yilina gelindiginde ise kitini derisik potasyum

hidroksit ¢ozeltisinde 1sitmasi ile Rouget tarafindan kitosan bulunmustur [2, 3, 5].

2.1.2. Kitosanin iiretimi ve yapisi

Kitosanin elde edildigi kitin, yapisal olarak seliilozun tlirevlendirilmis hali
olmaktadir. Seliillozun zincir yapisindaki C2’deki hidroksil grubu yerine de Kitinde
asetamid grubu bulunmaktadir.  Kitinin dogada alfa, beta ve gama formlari
bulunmaktadir. Alfa formu dogada en ¢ok bulunan formu olup antipararalel zincir yapis1
bulunmaktadir. Deniz kabuklularinda, kiif, maya ve bdceklerde bulunmaktadir. Beta
formu dogada en az bulunan antiparalel zincir yapis1 olup miirekkep baliginin kollarinda
bulunurken gama formu da hem antiparalel hem paralel zincir formuna sahip olup

boceklerin kozalarinda goriilmektedir [2, 5, 6].

Kitosan ise Kitinin alkali ortamda deasetile edilerek aseamid grubunun
uzaklastirilarak geride amino grubunun kalmasiyla elde edilen molekiil agirlig1 100 ile
1200 kDa arasinda degisen katyonik bir polisakkarittir [5]. Genel olarak bu kitosanin
iiretimi kimyasal ve biyolojik olmak {izere iki temel yonteme dayanmaktadir. Kimyasal
yontem kimyasal ve fiziksel yontemlerin bir arada kullanildig1 yontem olmakla birlikte
asidik ve bazik hidroliz aktif rol oynamaktadir [7]. Biyolojik yontemde enzimatik ve
mirobiyal yontemlere dayanmakla beraber tiim bu kitosan tiretimi yontemlerinin esasini

deminerilizasyon, deproteinizasyon ve deasetilasyon asamalar1 olusturmaktadir [5, 7].
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Sekil 2.1. Kitin (a) ve kitosan (b) kimyasal yapisi [8]



Kimyasal yontemle kitosan {iiretimi asamasinda kitinden proteinlerin
uzaklagtirllmasi i¢in diisiikk derisimde sodyum hidroksit (NaOH) veya potasyum
hidroksit (KOH) gibi bazik ¢ozeltiler kullanilirken diger minerallerin
uzaklagtirilmasinda ise hidroklorik asit (HCI) gibi sulu asit ¢d6zeltilerinden
yararlanilmaktadir. Boylece kitinle kompleks haldeki astaksantinlerin kloroform
(CHCIs), hidrojen peroksit (H20.), aseton (C3HsO), potasyum permanganat (KMnOa),
sodyum hipoklorit (NaClO) veya etil asetat (C4HgO2) ile dekolorizasyon asamasiyla
uzaklastirilmasiyla elde edilen kitinin deasetilasyon asamasiyla kitosana doniistiigi
goriilmektedir. Bu deasetilasyon iglemi yiiksek sicakliklarda (100-150°C) ve derisik
(%40-50) NaOH ¢ozeltisi kullanarak gerceklestirilmektedir [5].

Biyolojik yontemlerden olan enzimatik iiretimin deprotenizasyon asamasinda
pepsin, tripsin, proteaz, proteinaz ve papain gibi proteolitik aktiviteye sahip olan
enzimler; deasetilasyon asamasinda ise kitin deasetilaz enzimi aktif rol oynamaktadir

[5].

Biyolojik yontemlerden bir digeri olan mikrobiyal iiretimde ise deminerilizasyon
icin Rhizopus oryzae, Lactococcus lactis ve Lactobacillus plantarum gibi laktik asit
tireten mikroorganizmalar; deproteinizasyon igin Teredinobacter turnirae ve
Lactobacillus plantarum gibi proteaz aktivitesine sahip olan mikroorganizmalar;
deasetilasyon i¢in ise Mucor rouxii, Aspergillus niger ve Rhizopus oryzae gibi kitin

deasetilaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar rol oynamaktadir [5].

Uretilen kitosanin genelde 0.1-10 mm boyut araliginda olmasi endiistriyel
kullaniminm1 engelledigi i¢in nano ve mikro boyutlara kiigiiltiilmesi gerekmektedir.
Emiilsiyon ¢apraz-baglama teknigi, ¢oktiirme teknigi, piiskiirterek kurutma teknigi,
emiilsiyon damlacik birlestirme teknigi, iyonik jellesme teknigi, ters misel teknigi gibi
yontemlerle kiiglik parcacik boyutunda kitosan {iiretimi saglanmakta ve bdylece
kitosanin adsorpsiyon kapasitesi, ilag salim kapasitesi gibi 6zeliklerinin arttig

gozlemlenmektedir.

Bu yontemlerden emiilsiyon ¢apraz-baglama teknigi, amino gruplarmnin,
glutaraldehitin aldehit gruplariyla etkilesmesiyle kitosanin pargacik boyutunun kontrol

altina alinmasina dayanmaktadir.



Coktiirme teknigi, ozellikle KTS-DNA nanopargaciklarinin {iretimi agamasinda
capraz baglayicilar kullanilarak parcaciklarin katilastirilmasi ile ilag salimini kontrol

altina almay1 hedeflemektedir.

Piiskiirterek kurutma teknigi piiskiirtiilen parcaciklarin sicak hava akimindan
gecirilerek kurutulmasina dayanmakta olup bu teknikte sprey akis hizi, atomizasyon
basinci, ¢apraz baglanma derecesi gibi parametreler par¢acik boyutunun kontrol altina

alinmasini saglamaktadir.

Emiilsiyon damlacik birlestirme teknigi ile emiilsiyon ve ¢oktlirme asamalart bir
arada kullanilarak kitosanin deasetilasyon derecesine bagli olarak parcacik boyutlari
kontrol altina alinmaktadir. Deasetilasyon derecesi azaldik¢a parcacik boyutu artmakta

ancak ila¢ tutma kapasitesinde azalma meydana gelmektedir.

Iyonik jellesme teknigi ile istenmeyen kotii dzelliklerden kaginmak amaciyla ajan
olarak elektrostatik etkilesimler ile fiziksel sekilde baglanan tripolifosfatlar (TPP)

kullanilarak kitosan nanopargaciklari elde edilmektedir.

Ters misel teknigi ile yiizey aktif maddenin organik bir ¢oziiclide ¢éziinmesi ile
hazirlanan ters misel ortaminda son asamada saflastirma yapilarak yiizey aktif maddeler

uzaklastirilmakta ve nanopargaciklar elde edilmektedir [5, 9].

2.1.3. Kitosanin karakterizasyon ozellikleri

Kitinin kitosana deasetile olmasiyla aseamid grubu uzaklastirilarak geride amino
grubu kalmaktadir. Kitosanin yapisindaki bu amino grubu asetilasyon, kuarternerlesme,
aldehit ve ketonlarla Schiff baz1 verme, alkillenme, graft olma, metallerle selat olusumu

gibi kimyasal reaksiyonlarin verilmesini saglamaktadir [10].

Kitinin kitosana doniisiim asamasinda kitin kitosana %80-90 deasetilasyon
derecesi oraninda yaklasmaktadir. Bu deasetilsayonun siiresi kitosanin iiretilecegi kitinin

kaynagina ve deasetilasyon metoduna gore degisiklik gostermektedir [4, 5].

Olusan bu kitosanin fizikokimyasal ozellikleri de molekiil agirligina ve
deasetilasyon derecesine bagl olarak degisiklik gosterirken bu deasetilasyon derecesi ve
molekiil agirligr 6zellikleri ise kitinin kaynagina, izolasyon yontemine, sodyum hidroksit

ile islem gorme siiresine, derisimine ve islem sirasindaki sicakliga baghdir [7].



2.1.3.1. Deasetilasyon derecesi

Kitinin molekiil zincirindeki asetil grubunun uzaklastirilmas: olarak
tanimlanmaktadir. Kitosanda kalan amino grubu kitosanin kimyasal modifikasyonunu
saglamaktadir. Kitosanin bir¢ok fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degerlendirilmesinde
bu deasetilayonun derecesi dikkate alinmaktadir. Deasetilasyon derecesi genellikle %75
ve daha yukar1 olan degerlerdeki kitin, kitosan olarak kabul edilebilmektedir. Ancak
kitosanin deasetilasyon derecesi elde edildigi kaynagn tiiriine ve hazirlanma metoduna
gore %56 ile %99 arasinda degisebilmektedir. Kitosanin deasetilasyon derecesinin
belirlenmesi i¢in ninhidrin testi, lineer potansiyometrik titrasyon, FT-IR, NMR, HBr

titrasyonu, UV-spektrofotometre gibi bir¢ok metot kullanilmaktadir [2, 9].

2.1.3.2. Molekiil agirlig

Kitosanin molekiil agirligi 100 ile 1200 kDa arasinda degismektedir. Molekiil
agirligr kitosanin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen en Onemli proseslerden biri
olmakla birlikte, kullanilan hammaddenin cinsine ve hazirlanma metoduna gore
degismektedir. Molekiil agirhiginin belirlenmesinde jel gegirgenlik kromotografisi
(GPC), yiiksek basingh sivi kromatografisi (YBSK), 1sik sacgilma spektroskopisi ve
viskozimetrik yontemler gibi c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Ortamda bulunan
¢Ozlinmis oksijen veya ¢ok yiiksek sicakliklar kitosanin pargalanmasina sebep olarak
molekiil agirhigmi azaltmaktadir. Bdylece degisen molekiill agirhigi  kitosanin
fizikokimyasal Ozelliklerini de etkilemekte ve buna bagli kitosan ile hazirlanan
farmasotik formiilasyonlarm 6zellikleri de degismektedir. Ornegin azalan molekiil
agirligr kitosanin sudaki ¢oziiniirliiglinii artirmakta veya yiiksek molekiil agirligi ve
dallanmamus diiz yapis1 kitosani asidik ortamlarda miikemmel bir viskozite artirict madde

yapmaktadir [2, 7, 11].

2.1.3.3. Viskozite

Kitosanin ticari uygulanabilirligini etkileyen en Onemli parametrelerden olan
viskozite deasetilasyon derecesi, molekiil agirligi, iyonik kuvvet, pH ve sicaklik gibi
bir¢ok faktor tarafindan etkilenmektedir. Kitosan konsantrasyonu arttik¢a, ortam sicakligi
azaldikca veya kitosanin asetilasyon derecesi arttikga kitosan ¢ozeltisinin viskozitesi
artar. Ayrica yiiksek molekiil agirhigi ve dallanmamis diiz yapist kitosani asidik

ortamlarda miikemmel bir viskozite artirict madde yapmakta ve lizozim enzimiyle



parcalanma, yaralar1 iyilestirme gibi kitosanin  biyolojik  6zelliklerini  de

etkileyebilmektedir [2, 6, 11, 12].

2.1.3.4. Renk

Kitosanin rengi kabuklu deniz canlilarinin yapisinda bulunan temel karoten
astaksantin adi verilen karotenimsi pigmentten kaynaklanmaktadir. Kitinle kompleks
haldeki astaksantinlerin kloroform (CHClz), hidrojen peroksit (H20:), aseton (CsHsO),
potasyum permanganat (KMnOa), sodyum hipoklorit (NaClO) veya etil asetat (CsHgO3)
ile dekolorizasyon asamasiyla uzaklastirilmasiyla elde edilen kitinin deasetilasyon
asamastyla kitosana doniistiigli goriilmektedir. Toz halindeki kitosan olduk¢a yumusak

olup rengi agik saridan beyaza kadar gesitli tonlarda degisebilmektedir [2, 5, 11].

2.1.3.5. Céziiniirliik

Kitosan, birgok organik ¢oziiciide ¢ozliinmezken, katyonik yapisi sayesinde pH<6
ortaminda bazi seyreltik asit ¢ozeltilerinde kolaylikla c¢dziinebilmektedir. inorganik
asitlerde ¢ozintrligi oldukea diisiik iken asetik asit, formik asit ve laktik asit gibi organik
asitlerde genellikle daha iyi ¢6ziinmektedir. En ¢ok kullanilan ¢oziicii ise yaklasik pH 4
deki %1 lik asetik asit ¢ozeltisidir. pH 7 nin iizerinde kitosanin ¢oziiniirlikk kararlilig
zayiftir. Yiiksek pH degerlerinde, ¢okme veya jel olusturma egilimi bulunmaktadir [2, 9,
11].

2.1.3.6. Kitosanin toksisitesi

Kitosanin toksisitesi tizerine ¢ok ¢esitli calismalar mevcuttur. Ribeiro vd. tarafindan
sigan derisinden elde edilen fibroblastlarda kitosan hidrojellerin in vitro calismalari,
Aspden vd. tarafindan kurbaga, insan burun damak dokusu ve si¢anlarin burun zarlarinda
yapilan c¢aligmalar, Carreno-gomez vd. tarafindan tavsanlarda intravendz Kkitosan
uygulamalari gibi ¢aligmalarla kitosanin toksisitesinin ihmal edilebilir diizeylerde oldugu
gosterilmistir. Genel olarak kitosanin insanlardaki toksisitesi lizerine yapilan ¢alismalar
kisith olmakla birlikte Gades ve ark tarafindan insan goniilliilerinde yapilan kitosanin
giinliik olarak 4,5 g’1n tizerinde alimina yonelik ¢aligmalarda toksik etkilere yol agmadig1
gozlemlenmistir. Hatta 6,75g’a kadar oral alimlarin bile giivenilir oldugu bildirilmistir
[13].



2.1.3.7. Antimikrobiyal ézellikler

Yapilan bir¢ok calismada kitosanin bakterilerin biiyiimesini engelledigi goriilmiis
ve boylece antimikrobiyal aktivite i¢in aktif madde olarak kullanilmistir. Bu
antimikrobiyal aktivite kullanilan kitosanin molekiil agirligina, konsantrasyonuna ve
ayrica bakteri c¢esidine bagli olarak degismektedir. Antimikrobiyal aktivitenin
mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte Zheng ve Zhu’ya gore kitosanin

konsantrasyonu arttik¢a antimikrobiyal aktivitesi kuvvetlenmektedir [14, 15].

2.1.4. Kitosanin kullanim alanlari

Yenilenebilir bir kaynak ve ¢evre dostu dogal bir biyopolimer olan kitosanin tim
bu karakterizasyon 6zellikleri goz onlinde bulundurularak antibakteriyel ve antifungal
aktivitesindeki {istlinliigli iyi bir giivenlik profili ¢izmekte ve bdylece eczacilik,
biyomedikal, kimya, kozmetik, tekstil ve gida endiistrileri alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir [1].

Kitosan biyobozunur, biyouyumlu, diisiik toksikitesi ve film olusturma o6zellikleri
ile gida endiistrisinde meyveleri patojenlere karsi koruyarak potansiyel bir kaplama ajani
olarak gorev almakta, farmasotik alanda ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda;
kozmetik alanda, sag¢, deri ve dis bakim {irlinlerinde; tip/dis¢ilik alaninda yapay deri,
cerrahi iplik, kontak lens, antikoagiilan, dis dolgu maddesi olarak; biyoteknoloji alaninda,
enzim, canli hiicre immobilizasyonu, hiicre enkapsiilasyonu gibi alanlarinda oldukga

tercih edilmektedir [2, 6]. Kitosanin ana uygulama alanlari Tablo 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kitosanin mevcut kulanim alanlar: [2, 7, 11, 16]

KITOSANIN KULLANIM ALANLARI

TARIM Bitkilerde savunma mekanizmasi ve bitki biiylimesini hizlandirma
Bitki katki maddesi ve antimikrobiyal olarak tohum kaplama
Giibre yapimi
Insektisid ve nematositlerde

SU ARITIMI Kirlenmis atik sular i¢in koagiilasyon ve flokiilasyon (igme suyu ve
havuzlarda)

Atik sulardaki metal iyonlarin uzaklastirilmasi ve geri kazanimi




Cizelge 2.1. (Devam) Kitosanin mevcut kulanim alanlart [2, 7, 11, 16]

Ekolojik polimer (sentetik polimerlerin giderimi)

Kokunun azaltilmasi

GIDA

Lipid baglayici (kolesterol diisiirticii)

Meyveler icin antibakteriyel, antifungal, koruyucu kaplama
Dogal kivamlastiric

Hayvan yemlerini de iceren yiyecek katki maddesi
Yiyecek iglemede (6rnegin seker isleme)

Filtreleme ve temizleme

Hipokolestrolemik madde (zayiflama maddesi)

Atik yiyeceklerin tekrar islenmesi

Gidalarin raf dmriiniin uzatilmasinda

MEDIKAL ALAN

Hayvan ve insanlar i¢in yara bandi yapiminda

Sarg1 bezi yapiminda ve yara tedavisinde (yara tedavisini % 30 oraninda
hizlandirmaktadir.)

Yanik tedavisinde acty1 dindirme ve iyilestirme etkisi

Kani pihtilastirict madde

Hidrojel yapimi

Antikoagiilant ve antitrombojenik materyaller (siilfatlanmu -Kitin
tiirevleri olarak) Hemostatik madde

Kontakt lens yapimi

Yapay deri ve yapay kan damar1

Ilag salimt

BIiYOTEKNOLOJI

Kromatografik yontemlerde

Enzim immobilizasyonunda

KOZMETIK

Akne tedavisi

Sag esnekligi

Sactaki statik elektrigin azaltilmas1

Ag1z saglig1 (dis macunu, sakiz)

Deri tonu

Cilt nemlendirmede (nemlendirici kremlerde)
Antikolestrol ve yag baglayici olarak zayiflama maddesi

Aftershave, deodorantlarda koku giderici madde




Tiim bu biyouyumluluk, biyobozunurluk, antibakteriyel 6zellik, diisiik maliyet,
diisiik toksisite ve daha bir¢ok kullanim alanlar1 gibi avantajlar1 nedeniyle kitosan,

hidrojellerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir polisakkarittir.

2.2. Hidrojeller

Cok sayida monomer biriminin bir araya gelmesiyle olusan polimer zincirleridir.
Birbirlerine diiz baglanabilecegi gibi capraz olarak da baglanabilirler. Dallanmanin
olmas1 ¢oziniirliigi diisiirse de capraz bagl yapilar ¢ézlinmeyip ¢oziiciiyii emerek
siserler. Capraz bagli polimerlerin su ortaminda sigsmesiyle olusan, kat1 faz ve toplam
hacmin ¢ogunu s1vi1 fazin olusturdugu jel sistemleridirler. Hidrojellerde sivi faz sudur ve
kat1 faz jelin kivaminmi saglamaktadir. Hidrojelin suda ¢oziinmeyip suyu emerek
sismesinin sebebi yapisinda bulunan polimer aglarindaki fiziksel ve kimyasal baglardan

kaynaklanmaktadir [17-20].

Bir polimerin hidrojel sayilabilmesi i¢in ana zincir ya da yan dallarinda su sever bir
hidroksil, karboksil, karbonil, amin ve amid gibi hidrojen bagi olusturabilen yapilarin
bulunmasi gerekmektedir. Bu gruplardan dolayr bagli duruma gegen su sayesinde
kiitlelerinin  %20’sinden daha fazla c¢oziicliyli biinyelerine alarak sisme yetenegi

gosterirler [21].

Bir hidrojelin jellesme miktar1 ve sisme derecesi sicakliga, pH’ya, ag yapinin
esnekligine, polimer zincirleri icerisindeki fonksiyonel hidrofilik gruplarin varligina,
capraz baglanma oranina, itici ve ¢ekici iyonik etkilesimler arasindaki dengeye ve ¢oziicii
ortam etkilerine baglidir. Hidrojeller tiim bu degiskenlere cevap olarak sismekte veya
biiziilmektedirler. Ornegin yapisindaki ¢apraz baglarin artmasi jellesmeyi azaltirken,
iyonik yapilarin fazla olmasi jellesmeyi kuvvetlendirmektedir. Hidrojeller bunun gibi
cevre kosullarindaki pH, iyonik kuvvet, elektrik alan, magnetik alan, ¢oziicli bilesimi,
151k, basing ve sicaklik gibi bir¢cok uyariciya cevap verebilen nadide yapilardan biri

olmalar1 sebebi ile kullanim alanlari oldukga genistir [22-24].

2.2.1. Hidrojellerin hazirlanmasi ve yapisal karakterizasyonu

Genel olarak hidrojeller kimyasal c¢apraz baglanma ile serbest radikal
polimerlesmesi seklinde veya yliksek enerjili 1s1nlar ile radikalik zincir polimerlesmesi

seklinde hazirlanmaktadirlar.
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Kimyasal ¢apraz baglanma ile hidrojel olusumunda bir veya daha fazla gesit
monomerin c¢apraz radikal baslaticilar kullanilarak baglanmasiyla olusturulmaktadir. Bu
olusumda en ¢ok kullanilan radikalik baslaticilar, amonyum persiilfat, potasyum persiilfat
ile benzoil peroksit gibi peroksitlerdir. Ayrica bu olusumlarda ¢apraz bag yogunlugunun

fazla olmasi hidrojelin sisme derecesini diisirmektedir.

Yiiksek enerjili 1sinlar ile hidrojel olusumunda polimer zincirleri elektron
bombardimani, X, UV veya gamma 1sinlariyla uyarilmasiyla aktif hale gelerek a, § ve y
1sinlari, elektronlar, protonlar ve ndtronlar gibi hizlandirilmis taneciklerin etkisi sonucu
olusturulmaktadir. Bu olusumun digerinden {stlinligi kati, sivi, gaz fazlarindan
istenilende yapilabilmesi ve diger yontemlerle polimerlestirilmesi zor monomerlerin daha

kolay polimerlestirilmesini saglamaktadir [22-25].

Capraz bagl bu sistemlerin yapisini1 ve spesifik fonksiyonlarii belirlemekte rol
oynayan 4 farkl etkilesim mevcuttur. Bu etkilesimlerden esas olanlar1 kovalent ve iyonik
baglardir. Bu baglardan biraz daha zayif etkilesimler olan Van der Waals kuvvetleri ve
hidrojen bag ile bir arada tutulan yapilar da, bu sistemlerde ¢apraz bag gibi davranarak
hidrojel davramis1 gostermektedirler. Yani gercek anlamda c¢apraz bagli olmayan
hidrofilik polimerler de hidrojel olusturarak suda c¢oziinmezler. Bahsedilen bu
etkilesimler hidrojellerin biiyiikliik, sicakliga verilen tepki ve sulu ortamda gosterdigi

spesifik davraniglarini belirlemektedir [22, 23, 26].

Tiim bu etkilesimler 1s1ginda hidrojellerin géstermis oldugu en belirgin spesifik
davraniglar1 su tutma kapasiteleri, gecirgenlikleri ve biyouyumluluklaridir. Bu spesifik
davraniglardan su tutma kapasitesi homo veya kopolimerlerden olusan hidrojellerin
yapisindaki polar ve hidrofilik gruplarin = olusturdugu hidrojen baglarindan
kaynaklanmaktadir. Su tutan bu gruplarin etrafinda kiitlesel bir biiyiime olur ve jel
sismeye baslar. Bu jel formatinda 3 ¢esit su formundan bahsedilmektedir. Birinci su
polimerin polar ve hidrofilik gruplariyla hidrojen bag: sayesinde baglanan bagli sudur.
Ikinci su polimerin su sevmeyen gruplari etrafinda kiimelesen hidrojen bagindan daha
zayif bir bag ile tutunan ara yiizey suyudur Ve son olarak {iciincii su ise ¢apraz bagh
polimer zincirlerinin arasindaki bosluklar1 dolduran herhangi bir bag ile fiziksel olarak

bagli olmayan serbest sudur [23].
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2.2.1.1. Hidrojelleri sigsme testleri

Hidrojellerin polimer aglar1 arasindaki fiziksel ve kimyasal etkilesimler nedeniyle
¢ozlilmeden bu suyu tutabilme kapasitelerinden dolay1 karakterizasyon 6zelliklerinin
tayinindeki en temel yaklasimlardan biri sisme davranislarinin 6lgiilmesidir. Hidrojellerin
yap1 iskeletine ¢esitli komonomerlerin baglanmasi ile uyaricilara tepki verebilen akill
jeller olusturulmustur. Hidrojeller, boylece ¢evre kosullarindaki sicaklik, pH, iyonik
kuvvet ve elektrik alani gibi belirli harici uyaranlara yanit olarak sisme ve biiziisme gibi
hacim degisiklikleri gosterebilir. Bu sebeple hidrojeller genellikle hacim degisikliklerinin
getirdigi sisme dereceleri ile tanimlanirlar. Hidrojellerin bu sisme dereceleri dinamik
sisme testleri ile 0l¢tilebilmektedir. Dinamik sisme testleri sonucunda elde edilen verilerle

en uygun hidrojel modelleri tercih edilebilmektedir [22].

2.2.1.1.1. Kinetik sisme olciimleri

Dinamik sisme testi i¢in Once kuru hidrojel tartilir. Sonra sulu ¢ozelti igine
daldirilip belli araliklarla ¢ikarilarak tekrar tartilirlar. Bu isleme hidrojel sabit bir agirliga
ulagincaya dek devam edilir. Sabit bir agirliga ulasan jel maksimum su tutma kapasitesine
ulasmis demektir [22, 27].

2.2.1.1.2. Kinetik biiziilme élciimleri

20°C’deki suda maksimum su tutma kapasitesine ulasarak belli bir dengeye ulasan
jeller 80°C’deki diger ortama alinarak su kapasitelerindeki azalma belirli araliklarla

gravimetrik yontemlerle 6l¢iilmiistiir.

2.2.1.1.3. Jellerin sicaklik duyarliliklarinin olciilmesi

Belirli bir sisme dengesine ulasan jellerin farkli sicakliklardaki sisme derecelerinin
Olctilmesidir. Bir sicaklik dlgiimiinden diger sicakliktaki 6l¢lime gegmeden dnce jellerin

sisme dengesine gelmesi beklenir ve o sicakliktaki sisme derecesi kaydedilir [23].

Hidrojellerin yiiksek su icerikleri dogal dokulara ¢ok benzer bir esneklik derecesine
sahip olmalarini saglamaktadir. Bu da biyolojik dokulara olan biyouyumluklarini 6n

plana ¢ikarak kozmetik anlamda sik kullanilmalarin1 saglamaktadir.

Bu yiiksek doku benzeri su igerigine sahip hidrojeller besin maddelerinin girmesi

veya metabolitlerin atilmasi gibi gecirgenlik 6zelliklerine sahiptirler [25].
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Hidrojeller tiim bu iistiin 6zellikleri ile bulundugu biyolojik ortama uyum saglama
ve ¢evreden gelebilecek sicaklik, pH, iyonik siddet gibi tepkilere kontrollii bir sekilde
cevap verebilmeleri ile son donemde bir¢ok doku miihendisligi alanlarinda, biyomedikal
caligmalarda ila¢ sanayinde, teknoloji ve kozmetik alanda kullanilmakta ve yapilacak
calisma icin en uygun hidrojeli se¢mek adina cesitli Ozelliklerine goére de
smiflandirilmaktadirlar.  Ayrica hidrojeller, kaynaklarina, hazirlama yontemlerine,
icerdikleri yan gruplara, fiziksel yapilarina, su igeriklerine, kimyasal kararliliklarina,
uyart cevap tiirlerine ve g¢apraz baglanma durumlarma baghi  olarak

simiflandirilmaktadirlar [17, 23-25].

2.3. Deri Yaslanmasi ve Deri Saghginin Korunmasi

Geriatri alaninda ¢ok sik kullanilan ‘yaslanma’ ve ‘yaslilik’ kavramlari arasinda net
bir ayrimin olmadigi ve cogunlukla birbirlerinin yerine kullanilarak yanls ifade

edildikleri goriilmektedir.

Zaman igerisinde olusan yipranma ve bozulma siireci canli organizmalar icin
yaslanma olarak tanimlanir. Yalniz bu siiregte canli organizmalarin yenilenme
mekanizmasi devrededir. Bu nedenle her canlinin 6liimiine kadar aldigi bu mesafe

yaslanma olarak ifade edilmektedir.

Yaslilik ise canlinin dogurganliginin bittigi donemden 6liime kadar gecen zaman
diliminde dogurganligmmin azalmasi, mortalitenin artmasi gibi degisim ve doniisim

stirecidir [28].

Bu sebeple yaslilik fiziksel ve psikolojik boyutlariyla degerlendirilmesi gereken
bir tanimdir. Fiziksel boyutuyla yaslilik zamanin ilerlemesi sonucu yasla birlikte goriilen
degisimler iken psikolojik boyutuyla algi, 6grenme ve psikomotor faaliyetlerde azalma

gibi insanin etrafina uyum kapasitesindeki azalma olarak degerlendirilir [28, 29].

Yaslanma ise zaman igerisinde kaginilmaz bir sekilde ortaya c¢ikan kompleks
biyolojik bir olaydir. Biyolojik veya kronolojik yaslanma olarak da bilinen ve genetik
olarak programlanmis dogal bir siire¢ icerisinde olusur. Giinlilkk yasantimizda ve
kozmetik anlamda yaslanma denince ¢ogunlukla derimiz esas alindigindan ve yaslanma
tanimina Ozellikle ylizdeki yaslanmanin s6z konusu edildigini varsayarsak sikintinin
cogunlukla UV kaynakli oldugunu sdyleyebiliriz ki buna fotoyaglanma denmektedir.

Zaman igerisinde yaslanma siirecimize fotoyaslanmaya ek olarak diger dis maruziyetler
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de dahil olmaktadir. Geri kalan kismi ise viicudun tamaminin yaslanmasina paralel

gelisen bir olaylar zinciridir ki buna da kronolojik yaglanma denmektedir.

Bu yaslanma siirecinde maruz kaldigimiz i¢ ve dis faktorlerin hepsi cildimiz
tarafindan a¢iga vurulmaktadir. Cilinkii deri bedenimizi dis etkenlere karsi koruyan,
viicudun s1vi dengesini ve 1sisinin sabit kalmasini saglayan, bu arada da ¢esitli maddeler
salgilayan, her seyden 6nemlisi ¢cevremizle iliskimizi kuran, algilayan, uyaran en biiyiik
organimizdir. Tiim bu gorev ve islevlerinin disinda derimiz kisiye 6zgiinliigiinii ve belki
de toplum icinde ilk bakistaki degerlendirilmesine yonelik katkida bulunmaktadir.
Boylece derimiz goriiniisiimiiz tizerinde hayati bir rol oynamakta ve bu anlamda estetik

ve toplumsal 6nemi olan bir organdir [28-32].

Epidermis:
EERATINLI TABAKA - —_— —
(stratom cormewmn) <

CAMSS TABARA

(stratum locioum) -
TANECIKL] TABARA e
{tratum gresulscem) >,
SNTT D

LN TARAKA.
(stratum spinacam)

- —————— AGsI
d Z RESEPTORC

TER KANALI

TAZAL TABAKA

Ovacal layerh DOKUNMATIE

RESIPIOR
SINIR
Dermis ,
NLCAL DAMAR
TIR BEZI
DAMAR
Hipodermis
BASING
RESEPTORD

ARTIR

Sekil 2.2. Insan derisi katmanlar [33]

Epidermis cildin en dis tabakasi olup (Sekil 2.2.) canli dokulardan olugsmaktadir ve
kozmetik agidan cildin en 6nemli tabakasidir. Kullanilan kozmetik preparatlar genelde
epidermisin birinci alt tabakasi olan stratum corneum’a uygulanmaktadir. Hiicre
¢ogalmasi ve melanin pigmenti sentezi ise epidermisin besinci alt tabakasi olan stratum
basale de gergeklesmektedir. Epidermisin altindaki dermis tabakasi ise cilde gerginligini
veren kollajen, cildin gerginligini koruyan elastin, glikozaminler ve sudan olusmaktadir.

Ayrica bu tabakada cildin su tutulumunu arttiran baslica molekiil olan hyaluronik asit
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sayesinde de cildin suyunu ve nemini korumasi ile cildin kurumasini engellenmektedir

[32, 34, 35].

Derimiz, genetigimiz, hiicre metabolizmamiz, hormonlar ve viicudumuzdaki
metabolik olaylar gibi i¢ faktorlerden etkilenir iken, 1518a maruziyet, kirlilik, radyasyon,
kimyasallar ve toksinler gibi dis faktorler gibi olumsuzluklardan da etkilenmeye agik bir
organimizdir. Yetersiz beslenme, yogun stres, sigara ve alkol kullanimi gibi kotii yasam

tarzi segenegi de deri yaslanmasini etkileyen diger faktorlerdendir [30, 31].

Bu maruziyetler sonucunda deride yaglanma yaklasimlari olarak en ¢ok gbze carpan
degisiklikler kuruluk, ince ve derin kirisikliklar, elastikiyette azalma, lekelenme, cildin
gerginligini kaybetmesi, epidermisin incelmesi, kirisiklik, sarkma ve derinin parlakligin

yitirmesidir [28, 31, 32].

Deri yaslanmasi, genetik programa bagli olarak sonuglari bireysel farkliliklar
gosteren kronolojik yaslanma ve UV iginlarina sik ve tekrarlayan maruziyet sonucu
ortaya c¢ikan kiimiilatif etkilerin kronolojik yaslanma belirtileri iizerine eklenmesiyle
olusan fotoyaslanma olarak ikiye ayrilir. Kronolojik yaslamada genetige bagli olarak
metabolik faaliyetler ve endokrin faktorler rol oynamaktadir. Primer etkiler genel olarak
hiicre yenilenmesinin yavaslamasi, yara iyilesmesinde ve derinin immiinolojik
yanitlarinda gecikme, D vitamini iiretim kapasitesinde azalma veya yavaslamalar
goriilmektedir. Yasin ilerlemesi ile beraber epidermis ve dermis kalinliginda azalma,
melanosit ve fibroblastlarin sayilarinda azalma ve islev bozuklugu, ter ve yag bezlerinin
fonksiyonlarinda da azalma goriilmektedir. Tim bunlara ek kronolojik yaslanmada
epidermal yenilenme zamani %30-50 uzamakta, buna bagli olarak epidermise besin
transfer mekanizmalar1 bozulmakta ve yaslanma stireci hizlanmaktadir. Fotoyaslanma da
ise ultraviyoleye maruziyet sebebi ile serbest oksijen radikalleri olusumunu tetikleyerek
kollajen yikimina ve elastin birikimine neden olan gen ekspresyonlar: indiiklenerek
deride kalinlasma, kabalasma, sararma, esneklik kaybi, derin kirigikliklar, diizensiz
pigmentasyon gibi olumsuzluklar goriilmektedir. Ultraviyole-A (UVA) dermal
degisikliklere, ultraviyole-B (UVB) ise epidermal degisiklere yol acarak fotoyaslanma da
etkili olmaktadir [31, 36].
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2.3.1. Deri saghginin korunmasi

Giines koruyucular1 fotoyaslanma belirtilerinin gecikmesinde altin standarttir. Bir
giinesten koruyucu {irliiniin etkinligi bu {riiniin Giinesten Koruma Faktorii (GKF)
degerine dayanmaktadir. Bu deger arttikca koruyuculuk etkisi artmaktadir. Giinesten
koruyuculardan en iyi etkiyi almak i¢in glinese ¢ikmadan yarim saat dnce tiim maruz
kalimacak boélgelere siirmek ve maruziyet boyunca iki saatte bir bunu tekrarlamaktir.
Bunun disinda bir diger korunma yollar1 da 15181 yansitan agik renkli kiyafetler tercih

etmek, giines gozIligl ve sapka kullanmaktir.

Antioksidanlar, toksik oksijen molekiilleri ve serbest radikalleri notralize ederek
viicut dokularindaki oksidatif stresi 6nleyip, hiicre membranlarini koruyucudurlar [31,

37, 38].

2.4. Kafein
2.4.1. Kafeinin eldesi

Kafein (Sekil 2.3.) cay yapraklari, kahve ¢ekirdekleri, kakao tohumlarinda, kola
findiklarinda ve az miktarda mate ve guaranada bulunan 1,3,7 pozisyonunda metil grubu
tasiyan piirin (CSNsH4) tiirevi dogal bir alkaloiddir. Kafeine 1,3,7 Trimetilksantin de
denir. Kapali formiilii Cs-H10-N4-O2, molekiil agirligi 194.19 olan kafein ¢esitli Coffea
tiirlerine ait bitkinin geng veya olgun yapraklarindaki ¢ekirdeklerde bulunan ana bileseni
plirin bazi tastyan heterosiklik yapida bir alkaloittir ve kahveye karakteristik aciligin
verir. Kahve (%1-2), ¢ay (%2-4), guarana, kola (%1-3) ve mate’de bulunan beyaz bir toz
olan kafein ilk defa 1820 de Runge tarafindan saf olarak izole edilmistir. Cay, kahve ve
kakao ¢ekirdeklerinden sanayii diizeyinde iiretilmekte olup 1861 de Strecker tarafindan

teobrominin metilasyonu ile sentetik olarak hazirlanmistir [39-41].
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Sekil 2.3. Kafeinin kimyasal sekli [42]
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Kafeinin karakterizasyonu erime noktasinin belirlenmesi, kizil6tesi spektroskopisi,
diferansiyel tarama kalorimetresi ile bozulma, yiiksek performansl sivi kromatografi ile
saflik kontrolii gibi fiziksel yontemlere dayanmakla birlikte kafeinin arastirma
faaliyetlerinin ¢ogu kramotografik yontemlere odaklanmistir. Ancak hizliligi, dogrulugu,

tekrarlanabilirlifi ve ucuz olmasi nedeniyle spektrofotometrik yontemler tercih

edilmektedir [43, 44].

Kafeinin sanayi diizeyinde eldesi ¢aydan, kahveden ve sentetik yoldan olmak iizere
3 sekilde gerceklesmektedir. Caydan eldesi thea sinensis yapraklarindan veya islenmis
cayin ekstraksiyon yolu ile liretimi gerceklesmektedir. Siyah ¢ay %4, yesil ¢ay ise %3
oraninda kafein icermektedir. Coffea arabica yani kahve bitkiside yesilken %1-2 oraninda
kafein icermektedir. Bu bitkiden de solvent ekstraksiyonla veya su ekstraksiyonu ile
uzaklastirilmas: ve kafeinin siiblimlestirilmesi i¢in kahvenin isitilmasi islemleri ile
tretimi gerceklesmektedir. Sentetik yolda ise kafeinin ¢ogu bu yontemle elde
edilmektedir. Theobroma cacao yani kakao bitkisinin metilasyonu ile Kkafeine

dontistiiriilmesiyle kafein sentetik yolla elde edilmektedir [39].

2.4.2. Farmakolojik ozellikleri

Kafein karacigerde sitokrom P450 oksidaz sistemi tarafindan metabolize olarak
paraksantin (lipoliz oranini arttirir), teobromin (bir vazodilator) ve teofilin (bronsiyal diiz
kas gevsetici) gibi farkl islevlere sahip 3 dimetilksantine ayrilir. Kafein, bir metilksantin
yapist olarak siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve adenozine benzer. Kafein
yutulduktan sonra gastrointestinal sistem tarafindan emilir ve kan dolasimi yoluyla
merkezi sinir sistemine tasinir. Orada fosfodiesteraz enzimini inhibe eder ve merkezi
adenosin reseptorleri iizerinde antagonistik bir etkiye sebep olur. Bunun sonucu
olarak merkezi sinir sisteminin uyararak kan basicini arttirir ve uykuya dalma siiresini
uzatir, mide bagirsak salgilarin1 artirarak istah azalmasina sebep olur. Kan- beyin
bariyerini asan kafein adenosin Al ve A2 reseptdrlerine baglanir ve daha sonra
asetilkolin, dopamin, noradrenalin ve serotonin gibi ndrotransmiterlerin salinmasina
neden olur ve bunlarin timii konsantrasyonu ve ruh halini iyilestirerek zihinsel aktivitenin
artmasina Ve calisma kapasitesinin artmasini saglar. Molekiil ayrica solunum hizin1 ve

derinligini arttirir [45-47].

1,3,7-trimetilksantin olarak tanimlanan kafein, insan epidermisine niifuz eden

ancak kan dolasimina kolayca emilmeyen iyi bir genel ve lokal toleransa sahip
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alkaloiddir. Kafein deri alt1 yag dokusu tlizerinde fosfodiesterazin inhibisyonu yoluyla yag
hiicrelerinin lipolizine neden olur. Bu yag ayristirict etkiye sahip olmasi nedeniyle seliilit
tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmektedir. Ayrica kafein cilt iizerine uygulandiginda
kan damarlarin1 genisleterek daha zinde ve kiiglik kirisikliklar1 azaltan bir etki

gozlenmektedir [46, 47].

Kafein yiiksek biyolojik aktivitesi ve epidermise niifuz etme yetenegi ile topikal ve
transdermal anlamda antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuvar, anti kanser ve
antianging bir bilesen olarak kullanilabilmektedir. Kozmetik triinlerde kafeinin tercih
edilmesinin baslica avantajlari, ciltte asir1 yag birikimini 6nlemesi, lenfatik drenaji tesvik

etmesi ve cildi 151k hasarindan korumasidir.

Kafeinin kozmetik {irlinlerdeki bu faydalarimi destekleyici bir¢cok c¢alisma
mevcuttur. Cilt yaglanmasini hizlandiran maruz kaldigimiz UV radyasyon, cildimizde
hiicre 6liimiine neden olabilecek yag ve proteinlere zarar veren reaktif oksijen (ROS) ve
hidrojen peroksit (H202) tiretimini hizlandirir. Ayrica bu UV radyasyona ek olarak hiicre
6liimiine sebebiyet veren reaktif oksijen tiirleri viicudumuzun normal metabolik siirecleri
olan P450 dongiisii ve lipid peroksidasyonu ile de tretilir. Silverberg ve arkadaslar
tarafindan yapilan in vitro caligmalarda derimizdeki elastin ve kollajen sentezini saglayan
yirmi insan derisi fibroblastina 4 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda (1, 0.1 ve 0.01
mM) kafein uygulanmistir. Bu dokular 30 dakika hidrojen peroksite maruz birakilmustir,
sonug olarak uygulanan kafeinin fibroblastlarda doku 6liimiinii engelleyip bir antioksidan
aktivite gosterdigi gézlemlenmistir. 120 dakika hidrojen peroksite maruz birakildiginda
ise fibroblastlarda gozle goriiliir degisiklikler olmus ve bu da hiicre oliimlerinin

yaklastiginin habercisi olarak bir uyaran gorevi gormiistiir.

Rosacea, atopik dermatit ve sedef hastalig1 gibi iltihapli dermatozlar, epidermal
bariyer bozuldugunda derideki keratinositlerde daha 6nceden biriken proinflamatuar
sitokinlerin derinin st katmalarina dogru agiga ¢ikmasi ile deride serbest radikal
olusumunu ve olusan inflamasyonu siddetlendirir. Bu da ciltte kizarikliga sebep olur.
Deride bulunan kan damarlarinin sayisindaki artis bu serbest radikallerin cilt yiizeyine
daha fazla ulasmasina sebep olarak ciltteki kizariklig1 arttirir. Ferzli ve arkadaslarinin in
Vivo ¢alismasi sonucu kafein i¢eren antioksidanlarin topikal bir kombinasyonu, 16 denege

12 hafta boyunca giinde iki kez uygulanmistir. 6. haftada kaydedilen sonuglara gore bu
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uygulama vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii baskilayarak cilt kizarikligini azalttig

gozlenmistir [45].

Deri altinda bulunan yag hiicrelerinin anormal birikmesiyle deride ¢okiintli ve
portakal kabugu goriiniimiinii ve sonucunda bazi alanlarda kan dolagiminin bozulmasi ile
olusan lokalize bir estetik cilt problemine seliilit denir. Herman ve arkadaslar1 kafeinin
deri alt1 yag dokusu iizerinde fosfodiesterazin inhibisyonu yoluyla yag hiicrelerinin

lipolizine neden olmasi iizerine ¢alisma yaparak olumlu sonuglar almiglardir [47-49].

UV giines radyasyonuna asir1 maruz kalma (6zellikle UVB) cildimizde reaktif
oksijen tiirlerinin artmasina sebep olmaktadir. Bu reaktif oksijen tiirleri cildimizde
elastikiyeti saglayan elastin ve kollajen gibi cilt bilesenleri iizerinde olumsuz etkileri
olusturarak 6dem, hiperpigmentasyon, erken cilt yaglanmasi ve ilerleyen siirecte kansere
sebep olur. UV hasar sonucu ROS ile indiiklenen oksidatif hasari dnlemeye yonelik
kafeinin kullanilmasi ile ilgili Conney ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada fareler 20 hafta
boyunca haftada iki kez UVB’ye maruz birakilarak insanlarin erken yasta maruz
kaldiklart UV maruziyeti elde edilmeye c¢alisilmistir. Kafeinin oral ve topikal
uygulanmasi ile UV maruziyetiyle indiiklenen tiimdrlerin hiicre 6liimleri indiiklenerek
cilt kanseri gelisiminin 6nemli 6l¢iide engellendigi gézlemlenmistir. Lu ve arkadaslarinin
yaptig1 baska bir calismada topikal kafein uygulamasinin g¢evredeki normal cildi
etkilemeden UV hasarli hiicrelerin segici olarak apoptozunu indiikledigini gosterilmistir
[45, 48, 50].

Kafeinin yukarida yapilan caligmalar 1siginda kullanimlarinda umut vadeden
sonuglar elde edilmesi, kozmetik formiilasyonlarda (Tablo 2.2.) popiiler aktif bir madde
olarak bulunmasini saglamigtir. Kafein kozmetik formiilasyonlarda, fotoyaslanma
belirtilerinin gecikmesinde altin standart olan giinesten koruyucu etki gdsteren ve cilt
izerine uygulandiginda kan damarlarini genisleterek daha zinde ve kiiglik kirigikliklari
azaltan bir krem, jel seklinde formiile edilmektedir. Ayrica lipit ayristirici veya baska bir
degisle yag yakici 6zelliginden dolayi seliiliti tedavi eden krem/jel formiilasyonlarinda da
yer almaktadir. Kahve cekirdeginin zar kisminda hazirlanan formiilayonlardaki fenolik
bilesikler yasliligi hizlandiran oksidatif ajanlara kars: ciltte bariyer gorevi gérmiis ve
boylece yaslanma karsitt formiilasyonlarda kafeinin kullanilabilecegi fikrini

desteklemistir [47].
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Topikal formiilasyonlarin mutlak biyoyararlanimini 6lgmek zor olmakla beraber
kafeinin kozmetik formiilasyonlarinda yaslanma belirtilerinin gecikmesi {izerine yapilan
in vitro deneyler 1s18inda genel olarak %0,5-3 oraninda kullanildig1 gozlemlenmistir [51-
55]. Tez ¢alismamiz kafeinin %1’ lik formiilasyonlarinin yaslanma karsiti etkisiyle

kitosan jel formiilasyonu haline getirilmistir.

Cizelge 2.2. Kafein i¢eren kozmetik iiriinlere érnekler [56-65]

Uriin Firma

Powerful Wrinkle Reducing Eye Cream

Go6z Cevresindeki Kirisikliklart Hedefleyen Giiglii
Goz Kremi

Facial Fuel Energizing Face Wash

Yiiz Yikama Jeli
o Kiehls
Body Fuel All-In-One Energizing Wash
Sa¢ Ve Viicut Temizleyicisi
Facial Fuel Energizing Scrub
Piiriizsiizlestiren Arindiric
Facial Fuel Eye Fuel
Go6z Bakim Kremi
Sa¢ Ve Sag¢ Derisi Bakim Kremi Urban Care
Sampuan Bioblas
Vegetal Caffeine Lotion
Cosmed
Vegental Caffeine Serum
Tiras Kopiigi Sante
Organik Kafein Ve Kalpariane Fluid Logona
Minéral 89 Eyes Gz Cevresi Bakim Vichy
Uglii Oksijen Anlik Enerji Goz Jeli
Bliss

Peeling Cilt Tedavisi
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde ad1
Asetik asit

Asetonitril

Dotorokloroform

Diisiik molekiil agirlikli kitosan
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi tablet
Kafein

Metanol

Mutlak Alkol

Orta molekiil agirlikli kitosan

Ph 6.8 Fosfat Tamponu

pH 7.4 Fosfat Tamponu
Potasyum fosfat monobazik
Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Yiiksek molekiil agirlikl kitosan
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Firma adi
Sigma-Aldrich/Almanya

Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Novartis/Tiirkiye

Merck/Almanya

Merck/Almanya

Sigma- Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Merck/Almanya

Sigma-Aldrich/Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz adx
Buzdolabi

Diferansiyel taramal1 kalorimetri
Distile su cihazi

Etiv

Franz Difiizyon Cihazi
Hassas terazi

Infrared spektrofotometresi
Manyetik karistiric
Mikropipet seti

pH metre

Reometre

Seliiloz asetat mebran
Ultrasonik banyo

Uv spektrofotometre

Vorteks karistirict
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Firma adi
Argelik/Tiirkiye

Shimadzu DSC-60/Japonya
MilliQ Millipore/Fransa

Niive, FN 500/Tirkiye
Hanson/Almanya

Mettler AM 100/ABD

Shimadzu IR-Prestige-21/Japonya

Jeiotech MS-53M/Giiney Kore
Eppendorf /Almanya

WTW Profi Lab. pH 597/Almanya
Brookfield DV-II

Advantec/Japonya

Elma T470/H/Almanya

Shimadzu UV- 160A /Japonya

Jeiotech VM96B/Giiney Kore



4.YONTEMLER
4.1 Kafein ile Yapilan Calismalar
Kafeinin, kitosan jel formiilasyonu hazirlanmasi 6ncesinde safligini ve kalitesini

O0lcmek amaciyla karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.
4.1.1. Erime derecesi tayini

Kafeinin erime noktasi erime noktasi tayin cihazinda dl¢iilmiistiir. Tiim analizler 3
kere yapilmistir.
4.1.2. Termal analiz

Kafeinin termal analizi DSC (Shimadzu DSC-60, Japonya) cihazi ile basing
yardimryla kapatilmis aluminyum &rnek kabinda, 50 mL-dk™ azot gazi1 akis hiz1 ve 30-
270°C araliginda 10°C-dk? 1s1 artist kullamilarak aluminyum referansa kars:
gerceklestirilmistir.
4.1.3. X-151m1 Kirinmm analizi

Kafeinin XRD analizinde 2-40°C araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 20
ac1 ve 2°C-dk? ilerleme hizinda Rikagu jeneratér (XRD Rikagu Rint 2000, Japonya)
kullanilmistir.
4.1.4. Infrared (FT-IR) analizi

Kafeinin IR analizi FT-IR (Shimadzu IR Prestige-21, Japonya) cihazi kullanilarak
4000-500 cm™* dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.
4.2. Kitosan ile yapilan ¢calismalar

Farkli molekiil agirliklarina sahip kitosan polimerleri ile nformiilasyon ¢alismalari
yapilmis ve diisiik molekiil agirligina sahip kitosanin en uygun jellesmeyi sagladigi tespit
edilmistir. Bu neden yontemler kisminda sadece diisiik agirlikli kitosana (LMWK) ait
fizikokimyasal analizlere yer verilmistir.
4.2.1. Termal analiz

LMWK n termal analizi DSC (Shimadzu DSC-60, Japonya) cihazi ile basing
yardimiyla kapatilmis aluminyum &rnek kabinda, 50 mL-dk™ azot gazi1 akis hiz1 ve 30-

300°C araliginda 10°C-dk? 1s1 artist kullamilarak aluminyum referansa karst
gerceklestirilmistir.
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4.2.2. X-151m Kirmmim analizi

LMWK’1in XRD analizinde 2-40°C araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim siddeti,
20 ag1 ve 2°C-dk! ilerleme hizinda Rikagu jeneratér (XRD Rikagu Rint 2000, Japonya)

kullanilmistir.
4.2.3. Infrared (FT-IR) analizi

LMWK’m IR analizi FT-IR (Shimadzu IR Prestige-21, Japonya) cihazi kullanilarak
4000-500 cm™* dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.

4.3. Kafeinin Miktar Tayini i¢cin UV Spektrofotometrik Yontem Cahismalar

Invitro calismalarda kafeinin miktar tayini icin UV spektrofotometre kullanilmustir.
Calismada kullanilan kafeinin distile sudaki maksimum absorbansinin saptanabilmesi
icin 50 pg/mL konsantrasyonundaki ¢dzeltisi hazirlanmistir. UV spektrofotometrede 250-
400 nm araliginda spektrum alinmis ve absorbans verdigi maksimum dalga boyu

belirlenmistir.
4.3.1. Analitik miktar tayini icin validasyon ¢calismalari

Validasyon, bir analitik yontemde bir veya daha fazla analitin i¢cinde bulundugu
formiilasyondaki konsantrasyonunun tayini ic¢in kullanilan belirli bir yOntemin,
hedeflenen uygulama i¢in gilivenilirligini, istenilen duyarhilikta 6l¢tiigiinii ve uygun
kesinlige sahip oldugunu gostermek adina yapilan ¢alismalar biitiiniidiir.
Formiilasyondaki etkin maddenin uygun validasyonu i¢in tercih edilecek analitik
yontemde dogruluk, dogrusallik, kesinlik ve tekrar edilebilirlik agamalar1 bakimindan en
objektif sonucu veren secilmelidir. Ciinkii giivenilirligi bilinmeyen higbir analitik
yontemin bilimsel degeri yoktur [66].

Kafeinin kitosan hidrojel formiilasyonundaki konsantrasyonunun tayini i¢in segilen
UV spektrofotometre yontemiyle analitik yontem validasyonlarindan dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve segicilik kriterlerine uygunlugunu test edilmistir.

4.3.1.1.Dogrusallik

Kafeinin farkli konsantrasyonlardaki ornekleri alinarak, bu konsantrasyonlarin
deneysel karsiliklari arasinda dogrusal sonuglarin alinmasi esasina dayanir. Kafeine ait
standart egrinin belirlenmesi i¢in 10 mg kafein 100 ml distile suda stok c¢ozeltisi

hazirlanmastir.
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Stok ¢ozeltinin konsantrasyonu boylece 0.1 mg/mL’dir. Bu stok c¢ozeltiden
hareketle 3-18 pg/mL konsantrasyonlarinda 6 farkli ¢6zelti hazirlanmistir. Cozeltilerin
absorbanslari, ¢oziicliniin maksimum dalga boyunda belirlenmistir. Konsantrasyonlara
karsilik gelen absorbans degerlerinden, ortama ait dogru denklemi ve korelasyon

katsayist hesaplanmistir. Her konsantrasyon degeri i¢in deney alt1 kez tekrarlamistir.
4.3.1.2. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu bulunan degerin, gercek degere veya kabul edilen

referans degere yakinligi olarak ifade edilmektedir [66].

Belirlenen referans deger alanindan 4, 8, 12 pg/mL konsantrasyonlarinda 3 ara deger
almip UV spektrofotmetrede ol¢clim yapilmis ve her konsantrasyon i¢in deney 6 kez

tekrarlanmistir.
4.3.1.3. Kesinlik

Ayni sartlar, ayn1 yontem, ayni analizci, ayni alet ve ayni laboratuvar ile ayni
numunenin ¢oklu dl¢iimlerinden elde edilen sonuglarin birbirlerine olan yakinliginin
baska bir deyisle dl¢itimlerin tekrarlanabilirliginin test edilmesi olarak ifade edilmektedir
[66].

Ayni stok ¢ozeltisinden 5, 10 ve 15 pug/mL konsantrasyonlarinda 3 farkli deger
alinip her bir konsantrasyon i¢in 3 farkli glinde ayni sartlar ayn1 yontemle Slgiimler
almmistir (N=3). Her konsantrasyon i¢in Ol¢im alinan her giinde deney 3 kez
tekrarlanmistir. Gerekli formiiller yardimiyla, yontemin tekrarlanabilirlik ve giinler arasi

kesinlik degerleri hesaplanmistir.
4.3.1.4. Secicilik

Bir analitik yontemin, numunede baska bilesenler olmasina ragmen sadece
amaglanan maddeyi tespit edebilmesidir. Yani analitik yOntem bunu yaparken
numunedeki diger bilesenlerden kaynaklanabilecek girisimlerden etkilenmemelidir. /n
vitro salim ¢alismalarinda kullanilan miktarda etkin maddesiz formiilasyon hazirlanmis
ve salim ¢alismalarindaki kosullarda calisilarak, alinan 6rneklerin absorbanslar 6l¢iilmiis

ve yontemin segiciligi arastirilmistir.
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4.3.1.5. Duyarhiik
Yontemimizin, derisimdeki ufak degisimleri tespit kapasitesi ve diisiik
konsantrasyonlar1 tespit yetenegini bulmak icin, saptama sinir1 (LOD) ve miktar tayini
simirt (LOQ) degerleri hesaplanmistir. Hesaplamada kullandigimiz esitlikler asagida

verilmistir [67, 68].
LOD =3.3 x SS/m 4.1)

SS, y eksenini kesen noktanin standart sapmasi, m ise korelasyon esitliginin egimini ifade

etmektedir.
LOQ=10xSS/m (4.2)

SS, y eksenini kesen noktanin standart sapmasi, m ise korelasyon esitliginin egimini ifade

etmektedir.

4.4. Kitosan Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Formiilasyon c¢alismalar1 i¢in 3 farkli molekiil agirligina sahip kitosan
kullanilmistir. Formiilasyon c¢alismalari Cizelge 4.1.°de verilmistir. Formiilasyonun
hazirlanabilmesi i¢in 3 farkli molekiil agirligindaki kitosandan hareketle tartimlar alinmis
ve %0.5 lik asetik asit (AA) ¢ozeltisi ile karigtirilmigtir. Balik yardimiyla manyetik
karistiricida 300 rpm de karistirilip ¢6ziinme dereceleri ve jellesmeleri gdzlemlenmistir.
Formiilasyonlara penetrasyon arttici olarak alkol ve pH ayarlanmasi i¢in sodyum
hidroksit c¢ozeltisi ilave edilmistir. Polimer miktarlar1 jellesmeye bagh olarak
belirlenmistir. 0.5 g altinda jellesme goziikmezken 1 g iizerinde jellesmenin reolojik

acidan uygun olmadig1 gbézlenmistir. Tiim ¢aligmalar oda 1sinda yapilmistir.

Cizelge 4.1. Formiilasyon ¢alismalari

POLIMER KITOSAN (g) Alkol AA NaOH
(mL) Cozeltisi Cozeltisi

(mL) (mL)
Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan 0.5 0.5 20 0.1
Orta Molekiil Agirlikl Kitosan 0.5 0.5 20 0.1
Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan 0.5 0.5 20 0.1
Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan 0.75 0.5 20 0.1
Orta Molekiil Agirlikl Kitosan 0.75 0.5 20 0.1
Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan 0.75 0.5 20 0.1
Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan 1 0.5 20 0.1
Orta Molekiil Agirlikli Kitosan 1 0.5 20 0.1
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Cizelge 4.1.(Devam) Formiilasyon ¢alismalart

Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan 1 0.5 20 0.1
Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan 0.5 0.5 20 0.1
Orta Molekiil Agirlikli Kitosan 0.5 0.5 20 0.1
Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan 0.5 0.5 20 0.1
Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan 0.75 0.5 20 0.1
Orta Molekiil Agirlikli Kitosan 0.75 0.5 20 0.1
Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan 0.75 0.5 20 0.1
Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan 1 0.5 20 0.1
Orta Molekiil Agirlikli Kitosan 1 0.5 20 0.1
Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan 1 0.5 20 0.1

Orta ve yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile istenilen jellesme ve pH oranina
ulagilamadigi i¢in caligmalar diisiik molekiil agirlikli kitosanla devam edilme karari

alindi. Optimum formiilasyon segildi (B1) (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Optimum formiilasyon (B1)

KITOSAN (g) ALKOL (mL) AA ¢ozeltisi NaoH Cozeltisi Jellesme
(mL) (mL)
0.5 05 20 0.1 v

4.4.1. Etkin maddeli kitosan jel formiilasyonunun hazirlanmasi

Secilen optimum formiilasyondan hareketle etkin maddeli formiilasyonlar
hazirlanmistir (Cizelge 4.3.). Etkin madde formiilasyona jel hazirlandiktan sonra ilave
edilmis, 300 rpm’de karistirmaya devam edilmistir. Formiilasyonlarda hava kabarcigi
olmamasi i¢in formiilasyonlar 30 dakika sonikatdrde tutulmustur. Analizleri yapilmak

tizere agzi1 kapali tiiplerde 25 °C’de saklanmustir.

Cizelge 4.3. Etkin maddeli formiilasyon

KIiTOSAN AA cozeltisi ALKOL NaoH Jellesme Kafein (mg)
(9 (mL) (mL) Cozeltisi
(mL)
0.5 20 0.5 0.1 \ 5
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4.5 Kitosan Jel Formiilasyonunun Karakterizasyon Cahsmalari

Hazirlanmis olan formiilasyonda karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Tim

analizler 3 seri halinde yapilmustir.
4.5.1. Formiilasyonlarin pH degeri 6l¢iimii

Etkin maddeli ve etkin maddesiz formiilasyonlarda pH o6l¢iimii yapilmstir.
Formiilasyonlar sifirinci zamanda hazirlandiktan sonra probun ucunun bir tiip i¢erisindeki
formiilasyona daldirilmasi ile olglim yapilmistir. Etkin maddesiz formiilasyonda da

Olctim ayn sekilde yapilmastir.
4.5.2. Formiilasyonlarda termal analiz

25TC’deki fiziksel karisim, etkin maddeli ve etkin maddesiz kitosan jel
formiilasyonlarindan tartim alinarak termal analizi DSC cihazi ile basing yardimiyla
kapatilmis aliiminyum 6rnek kaplarinda, 50 mL.dk™ azot gazi akis hiz1 ve 30-300C
araliginda, 10C.dk! sicaklik artist  kullamlarak aliiminyum referansa karsi

gerceklestirilmistir.
4.5.3.Formiilasyonlarda reolojik analiz

Etkin maddeli formiilasyonda, kullanilan maddelerin sekil degisikligini, kati ise
deformasyonunun sivi ise akigkanliginin 6lgiilmesi islemidir. Reometre ile oda 1sisinda

Olclimler gergeklestirilmistir.
4.5.4. X-1s1mm1 Kirmim analizi

Etkin maddeli formiilasyonda ve plaseboda XRD analizleri 2-40°C araliginda, 40
kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 20 ac1 ve 2°C-dk™ ilerleme hizinda Rikagu jenerator
(XRD Rikagu Rint 2000, Japonya) kullanilarak yapilmistir.

4.5.5. Infrared (FT-IR) analizi

Etkin maddeli formiilasyonda ve plaseboda IR analizleri FT-IR (Shimadzu IR
Prestige-21, Japonya) cihazi kullanilarak 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda
gerceklestirilmistir.
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4.5.6. Etkin madde miktar tayini ¢calismasi

Etkin maddeli formiilasyon tartildiktan sonra su ile ekstre edilmis ve
santrifiijlenmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanmistir. Son olarak 40 °C distile su ile ekstre
edilip, membran filtreden siizilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti, UV spektrofotometrede

6l¢iilmiis ve denklemde yerine konularak formiilasyondaki kafein miktar1 hesaplanmaistir.
4.5.7. In vitro salhm ¢alismasi

In vitro salim ¢alismalar1 Hanson yar1 otomatik Franz Difiizyon Cihaz ile sentetik
membran kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada kafein igeren Kkitosan hidrojelin
sentetik membrandan salimi franz difiizyon hiicresi ile gergeklestirilmistir. Seliiloz astat
mebran dondr ve reseptor faz arasina yarlestirilmistir. Sentetik membran 6 saat pH 7.4
tamponunda 1slatilmistir. Dondr kompartman, etkin maddeli jel formiilasyonu, reseptor
faz pH 7.4 tamponudur. Sistemden farkli zaman araliklarinda 400 pl 6rnek alinip yerine
taze tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Alinan 6rnekler gerekli seyreltmeler yapilarak etkin
madde miktar1 UV spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. Ornekler 30, 60, 90, 120, 180, 240

ve 360. dakikalarda alinmistir.
4.6. Kararhhik Cahsmalar:

Hazirlanan kitosan hidrojel formiilasyonunun kararlilik ¢aligmalari kapsaminda
formiilasyonlar 4+1°C, 25+1TC ve 40+1T’lik kararlilik kabinlerine yerlestirilmistir.
Formiilasyonlarda 1.Ay, 2.Ay ve 3.Ayda pH, reoloji (0. zaman ve 3. ay) ve etkin madde

miktar tayini ¢calismalar1 yapilmistir.
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5.BULGULAR
5.1. Kafein ile Yapilan Cahismalar
5.1.1 Erime derecesi

Kafeinin erime derecesi olgiilmiis ve 235C olarak bulunmustur, literatiir ile
uyumludur [69].

5.1.2 Termal analiz

Kafeine ait termogram Sekil 5.1°de sunulmustur. Etkin maddeye ait spesifik erime
piki 235 °C’de gozlenmistir.

DSC [mW)

Sicakld C

Sekil 5.1. Etkin maddeye ait DSC Termogrami

5.1.3.X-151m1 kKirimim analizi

Kafeine ait X-1s11 kirinim profili Sekil 5.2°de sunulmustur.

Yogunluk

Sekil 5.2. Kafeine Ait X-igin1 kirinim profili
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5.1.4. infrared (FT-IR) analizi

Kafeine ait FT-IR spektrumu Sekil 5.3.’de sunulmustur.

100+

Transmittans (%)
s 8 s

-

1 T

T T v T v T J
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™

Sekil 5.3. Kafeine ait FT-IR Spektrumu

5.2. Kitosan ile Yapilan Calismalar

Optimum formiilasyonlar diigiikk molekiil agirlikli kitosan (LMWK) ile yapilmistir
ve fizikokimyasal analizlerle yap1 aydinlatilmistir.

5.2.1. Termal analiz

LMWK ’a ait termogram Sekil 5.4’de sunulmustur.

DSC (mW)

0

30

401

50 1 L 1 L L 1 L N L L 1 1 1 1 1 —
10 50 10D 150 200 250 30N 350 400 450
Sicakiik °C

Sekil 5.4. LMWK ait DSC termogrami
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5.2.2. X-1511 kKirnmm analizi

LMWK a ait X-1s11 kirinim profili Sekil 5.5’de sunulmustur.

80 <
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-
=
c
S 40 :
BT
I )A
20 <
0
T 1 T 1 T 1 T 11
0 10 20 30 40 50 60 70
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Sekil 5.5. LMWK Ait X-is1n1 kurinim profili

5.2.3. Infrared (FT-IR) analizi

LMWK a ait FT-IR spektrumu Sekil 5.6’da sunulmustur.

100+
e
S—
W
5 \/\/\/\/-
5 507
®
uE‘ w
c 40
o
™
.—
20+
0 T T T T T T T T T
4000 2500 3000 2500 20C0 1500 10D0 500
cm’!

Sekil 5.6. LMWK ait FT-IR Spektrumu
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5.3. Kafeinin Miktar Tayini i¢cin UV Spektrofotometrik Yontem Calismalari

Kafeinin distile su ortamindaki spektrumu, UV spektrofotometresi ile boliim
4.3’de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Sekil 5.7°de maksimum dalgaboyu 272 nm olarak
tespit edilmistir.

1.0
i
£
Q
8
< 054
0.0 ' v - . Y
250 300 350
Dalgaboyu (nm)

Sekil 5.7. Kafeine ait distile su ortamindaki UV Spektrumu
5.3.1. Analitik miktar tayini icin validasyon ¢alismalari
5.3.1.1. Dogrusallik

Bolim 4.3.1.1°de agiklandigi sekilde konsantrasyonu 100 pg/mL olan stok
¢ozeltisinden hareketle farkli konsantrasyonlardaki kafein ¢ozeltilerinin konsantrasyona
kars1 absorbans (ABS) grafikleri ¢izilmis (Sekil 5.5) ve bu veriler yardimiyla ortalama
degerden hareketle egri denklemi hesaplanmistir. 3, 6, 9, 12, 15, 18 pg/mL
konsantrasyonlarinda 6 farkli o6rnek almmistir.  Alinan her oOrnegin UV
spektrofotometrede 6l¢iimii 3 kez tekrarlanmistir.

Cizelge 5.1. Dogrusallik ¢alismast icin hazirlanan konsantrasyonlar ve absorbans degerleri

(l'f;‘:‘;'ﬂ) ABS-1 ABS-2 ABS-3 ABS4 ABS5  ABS-6
3 0169 0172 0168 0172 0177 0174
6 0312 0322 0319 0318 0319 0318
9 0462 0481 0483 0480 0477 0471
12 0620 0634 0635 0638 0637 0633
15 0760 0774 0765 0769 0765  0.768
18 0897 0925 0925 0922 0910  0.905
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1,000 )
y=0,0506x+0,0122
0,900 R? =0,9993
0,800
0,700
0,600

0,500

Absorbans

0,400
0,300
0,200
0,100

0,000
0 3 6 9 12 15 18 21

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 5.8. Kafeinin distile su ortamindaki standart egrisi

5.3.1.2. Dogruluk

Boliim 4.3.1.2°de agiklandig: sekilde stok ¢ozeltiden hareketle belirlenen referans
deger alanindan 4, 8, 12 pg/mL konsantrasyonlarinda 3 ara deger alinip kafein miktarinin
dogrulugunu ispatlamak i¢in UV spektrofotmetrede 6l¢tim yapilmis ve her konsantrasyon
i¢cin deney 6 kez tekrarlanmistir. Elde edilen derisim degerleri dogrusallik ¢calismasinda
elde edilen esitlik kullanilarak hesaplanmis ve bilinen derigsimler ile karsilastirilarak
yontemin dogrulugu ‘% geri kazanim’ olarak hesaplanmistir. Dogruluk ¢alismast i¢in
kabuledilebilirlik smir1 %98-102 (£%2) araligindadir. Yontemin geri kazanim ve
dogrulugu elde edilen sonuclara gore kanmitlanmistir. Sonuglar Cizelge 5.2°de

sunulmustur.
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Cizelge 5.2. Dogruluk ¢alismasi i¢in hazirlanan konsantrasyonlar ve absorbans degerleri (n=6)

Kafein  ABS-1 Elde % Geri Ortalama  Standart  Varyasyon %95 Standart
(ng/mL) edilen Kazamm % Geri Sapma Katsayis1 Giiven Hata
Kafein Kazanim Araligi
(ng/mL)

0.211 3.928 98.199
0.211 3.928 98.199
0.212 3.947 98.692
0.217 4.046 101.162 99.5160 0.189 1.312 3.261 0.535
0.216 4.026 100.668

0215  4.007  100.174
0408  7.819  97.743
0412  7.898  98.731
0413 7918  98.978

8 0413 7918  ogg7g 98895 0.388 0.656 1630  0.268
0414 7938  99.224
0416 7977  99.718
0622 12.046  100.390

0.621  12.027  100.225
0.620  12.007  100.060

12 0622 12046 100.390 100225 0543 0147 0368  0.060
0620 12007  100.060

0.621  12.027  100.225

5.3.1.3. Kesinlik

Bolim 4.3.1.3’de agiklandig1 sekilde kafeinin 3 farkli derisimde ¢ozeltisi
hazirlanmis ve her bir konsantrasyon icin 3 farkli giinde ayni sartlar altinda ayn1 yontemle
Olgtimler alinmigtir. Her konsantrasyon i¢in 6l¢iim alinan her giinde deney 3 kez
tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik c¢alismasinda elde edilen esitlik
yardimiyla hesaplanmis ve bilinen derisimler ile karsilastirilarak yontemin kesinligi
incelenmistir. Kesinlik icin kabuledilebilirlik smirt varyasyon katsayisinin %2
degerinden az olmasidir. Kesinlik ¢alismasi sonuglar1 Cizelge 5.3’de sunulmustur.
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Cizelge 5.3. Kesinlik ¢alismast i¢in hazirlanan konsantrasyonlar ve absorbans degerleri (n=3)

KONSANTRASYON 5 png/mL
1. Giin ABS 2. Giin ABS 3. Giin ABS
0.235 0.230 0.235
0.236 0.238 0.238
0.238 0.236 0.240
1. Giin 2. Giin 3. Giin
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
4.402 4.303 4.402
4.422 4.461 4.461
4.461 4,422 4,501
Ortalama 4.428 4,395 4.455
Standart sapma 0.030 0.082 0.050
RSD 0.681 1.871 1.116
% 95 Giiven arahgi 0.075 0.204 0.123
KONSANTRASYON 10 pg/mL
1. Giin ABS 2. Giin ABS 3. Giin ABS
0.492 0.494 0.496
0.491 0.490 0.493
0.490 0.499 0.499
1. Giin 2. Giin 3. Giin
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
9.479 9.518 9.558
9.459 9.439 9.499
9.439 9.617 9.617
Ortalama 9.459 9.525 9.558
Standart sapma 0.020 0.089 0.059
RSD 0.209 0.935 0.620
% 95 Giiven arah 0.049 0.221 0.147
KONSANTRASYON 15 pg/mL
1. Giin ABS 2. Giin ABS 3. Giin ABS
0.762 0.772 0.773
0.767 0.774 0.774
0.772 0.773 0.773
1. Giin 2. Giin 3. Giin
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
14.812 15.010 15.030
14.911 15.049 15.049
15.010 15.030 15.030
Ortalama 14.911 15.030 15.036
Standart sapma 0.099 0.020 0.011
RSD 0.662 0.131 0.076
% 95 Giiven arahg 0.275 0.049 0.028

5.3.1.4. Secicilik

Boliim 4.3.1.4°de agiklanan ¢alismalar yapilmis ve hazirlanan etkin maddesiz

formiilasyon absorbans vermemistir.

5.3.1.5. Duyarhihik

Bolim 4.3.1.5.°de verilen esitlikler kullanilarak LOD ve LOQ degerleri
hesaplanmis ve sirasiyla 0.4104 pgmL? ve 1.2436 pg.mL? oldugu bulunmustur.
Yontemin duyarlilifi i¢in kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte dlgiilebilen en kiiclik
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derisim 3 pg.mL? olup hesaplanan LOD ve LOQ degerleri bu degerin altinda
bulunmustur.

5.4. Kitosan Jel Formiilasyonunun Karakterizasyon Calismalari

5.4.1. Formiilasyonlarin pH degeri ol¢iimii

Bolim 4.5.1.’de anlatildigi gibi Ol¢timler yapilmistir. Sonuglar Cizelge 5.4.°de
verilmistir.

Cizelge 5.4. Formiilasyonlara ait pH degerleri (n=3)

FORMULASYON pH + SH
Plasebo 5.36 + 0.047
B: 5.53 + 0.047

5.4.2. Formiilasyonlarda termal analiz

Boliim 4.5.2.°de anlatildig1 gibi olgiimler yapilmis ve sonuglar Sekil 5.9.’da
verilmigtir.

DSC (mW)
a
o
104
m
204
b
) g
S04 \j c
%04
M l A l A l Y l L l L ' A l - 2 l L -
1 50 100 150 200 250 300 850 400 450
Sicakiik °C

Sekil 5.9. DSC termogramlart; a. B, Formiilasyonu, b. Plasebo, c. Fiziksel karisim

5.4.3.Formiilasyonlarda reolojik analiz

Bolim 4.5.3.’de anlatildigi gibi Ol¢timler yapilmig ve sonuglar Sekil 5.10.’da
verilmistir.
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5.4.4. X-1s1m1 kirimim analizi

Bolim 4.5.4.°de anlatildig1 gibi 6l¢timler yapilmis ve sonuglar Sekil 5.11.°de
verilmistir.
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Sekil 5.11. XRD paternleri a. B1 Formiilasyonu, b. Plasebo

5.4.5. infrared (FT-IR) analizi

Bolim 4.5.5.°de anlatildig1 gibi 6l¢timler yapilmis ve sonuglar Sekil 5.12.°de
verilmistir.
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Sekil 5.12. FTIR spektrumlari;a. Plasebo; b. Kafein; c. B1 Formiilasyonu

5.4.6. Etkin madde miktar tayini ¢alismasi

Boliim 4.5.6.’da anlatildig1 sekilde ekstraksiyon yapilmis ve gerekli siizmelerin
ardindan UV spektrofotometrede 6lgiim yapilmis ve elde edilen denklemden etkin madde
miktar1 bulunmustur. Formiilasyonlara %1 oraninda etkin madde eklenmistir. Analizler

neticesinde 0. zamanda hazirlanan formiilasyonda %97.55 (esitlik 5.4) oraninda etkin
madde varligi tespit edilmistir.

Yiikleme oran1 = Bulunan etkin madde miktari / Eklenen etkin madde miktari x 100 (5.4)

5.4.7. In vitro salim ¢alismasi

Bolim 4.5.7.°de anlatildigi sekilde salim deneyleri pH 7.4’de yapilmistir.
Hazirlanan etkin maddeli jel formiilasyonunun ve saf etkin maddenin seliilloz asetat
sentetik membran1  kullanilarak  Franz  diflizyon cihazinda salim  testleri
gerceklestirilmistir. Salim profilleri ortalamalar ile salim grafigi ¢izilmistir.
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Zaman (dakika)

Sekil 5.13. Salim profilleri

5.5. Kararhhk Cahsmalan

Formiilasyonlar farkli sicakliklarda stabilite kabinlerinde 3 ay boyunca tutulmus
ve gerekli analizler yapilmistir. Sonuglar Cizelge 5.5 ve Sekil 5.14’de verilmistir.

Cizelge 5.5. Kararlilik testleri

Etkin Madde Miktari (%)

ZAMAN
4°C 25°C 40°C
0. Zaman 97.55
Ay 96.42 97.43 97.28
Ay 96.56 97.38 95.46
Ay 96.88 97.41 93.58
pH + SH
ZAMAN
4°C 25°C 40°C
0. Zaman 5.53 +0.047
Ay 5.54 £0.050 5.53+0.041 5.54 +0.000
Ay 5.53 +£0.000 5.52 +0.047 5.24 £0.047
Ay 5.54 £0.000 5.53+0.047 5.23 +£0.047
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6. TARTISMA

Yiiksek lisans tez c¢alismamizin bu boliimiinde, tez ¢alismasi kapsamindan
kullanilan etkin madde ve yardimci maddelerin 6zelliklerine ait elde edilen bulgular ve
hazirlanan formiilasyona ait in vitro ¢alismalarin bulgular tartisilacaktir.

6.1. Formiilasyon ve Karakterizasyon Calismalari

Son yillarda artan arastirma ilgisiyle birlikte dogal bilesikler ve bunlarin terapotik
potansiyeline odaklanilmistir. Topikal olarak uygulanan farmasoétikler ve kozmetiklerin
etkinliginin saglanmasi i¢in 6ncelikle cilt bariyerinden gecebilmesi gerekmektedir [49].

Topikal uygulamada kafein kullanimu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Farmasotik ve
kozmetik iirlinlerde cilt lizerindeki bircok olumlu etkisine bagli olarak uzun siire, seliilit
giderici ve yaglanma karsit1 etkisinden yararlanilmistir [70].

Cilt yaslanmasi kutanoz tabakanin tiim bilesenlerinde meydana gelen degisiklikler
olarak tanimlanabilir [71]. Yaslanma fenomeninde dermal ekstraseliiler matriksdeki
modifikasyonlar, cildin fiziksel ve mekanik 06zellikleri ile hiicreler ve bilesenler
arasindaki etkilesimler dnemlidir. Kolajenler ve elastin {i¢ boyutlu bir ag olusturarak
dermisin mimari temelini olusturur ve cilt biitliinliigi ve esnekliginde en 6nemli rolii
ustlenir [72]. Yapilan bir ¢alismada kafeinin in vitro olarak ciltte fizyolojik denge
olusturdugu, bdylece yeni bag dokusu yapimina izin verdigi ve epidermis kurulugunu
belirgin oranda diistirdiigli gézlenmistir [70].

Kafein cildin nem igerigini dengeleyerek yaslanma karsit1 etkinlik gostermektedir.
Stratum korneum'un hidrasyonu, cildin goriiniimii ve fiziksel 6zelliklerini iyilestirir [73].
Tez ¢alismamizda bu noktadan hareketle %1 kafein igeren formiilasyon hazirlanmis ve in
vitro karakterizasyon islemleri yapilmistir.

Kitosan, glikopiranozun dogrusal bir kopolimeridir. Dogadaki en bol
karbonhidratlardan biri olan ve ¢gogunlukla kabuklularin dis iskeletinden tiiretilen dogal
bir polisakkarit ve kitinin kismen deasetillenmis bir tiirevidir [74].

Aynm1 zamanda kitosan, biyolojik olarak yenilenebilirlik, biyolojik olarak
parcalanabilirlik, biyouyumluluk, biyolojik yapiskanlik ve toksik olmama gibi birgok
yararl 6zellige sahiptir [75,76].

Kitosanin, stratum granulozumda bir penetrasyon bariyeri olusturan epidermal siki
baglanti proteinleri ile etkilesimine bagli olarak cilt penetrasyonunu artirdigi bildirilmistir
[77].

Kozmetik endiistrisinde kitosan, farkli iirlinler tiretmek i¢in 6zellestirilebilir. Cilt
bakimi, sa¢ bakimi1 ve deodorantlar gibi farkli kozmetik alanlarda kullanim i¢in uygundur.
Antibakteriyel 0zelligi sayesinde cilt bakim kremlerinde, sampuanlarda ve sag
spreylerinde vazgecilmez bir bilesendir. Cilde etki eden diger bilesenleri baglama
Ozelligine sahip, cilt ylizeyinde koruyucu nemlendirici ve elastik bir film olusturma
potansiyeli bulunmaktadir [78].

Kitosan bu 6zellikleri nedeni ile tez ¢alismamizda jel formiilasyonu hazirlamak i¢in
polimer olarak se¢ilmistir.
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Etkin madde iizerinde karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir. Saf kafein, 235 ° C'
de tek bir keskin endotermik erime piki gostermektedir, bu da kafeinin kristal 6zellikte
oldugunu ifade etmektedir. Bu pik B; formiilasyonunda ¢ok azalmis ve etkin maddenin
jel formiilasyonunda daha ¢ok amorf halde oldugunu ve ilacin jel yap1 i¢inde kitosan
polimeri ile kaplandigini kismen de polimerin dig ylizeyine tutundugunu ifade etmektedir.
Ayrica kitosanin DSC analizinde amorf yapisindan kaynakli olarak endotermik pik
gbzlenmemistir [79, 80].

Hem plasebo formiilasyonda hem de Bl formiilasyonunda 40 ila 105 °C
araliklarinda endotermik pik kismende olsa gozlenmistir, bunun sebebinin formiilasyon
hazirlanmasinda kullanilan asetik asitin ¢oziiciisiiniin kaybu ile literatiirle uyumlu olarak
iliskilendirilmistir[81].

Hazirlanan formiilasyonda kafeinin fiziksel yapisim1 aydinlatmak i¢in FT-IR ve
XRD'nin ortaya ¢ikardigi bilgiler incelenmistir. Spesifik olarak, kafein zirveleri 12.08°
'de ve 27.38°" de gozlenirken bu karakteristik zirvelerden sadece 27.38 °’deki kirinim Bi
formiilasyonu paterninde gozlenebildi. Kafeini kirinim profiline bakildiginda goriinen
baslica karakteristik kirmnimlar literatiire bagli olarak izlenmistir. Kitosan ile hazirlanmig
plasebo formiilasyonda amorf yap1 goézlenmistir. B1 formiilasyonunun XRD profili
incelendiginde ise kafeinin kaybolmus bazi keskin pik yapilari, etkin maddenin kitosan
polimerinin igine yerlesmis oldugu ve kismen de olsa kristal yapinin kayboldugunu
diisiindiirmektedir [82-84].

Tiim FTIR spektrumlar1 4000-400 cm™ bolgesinde kaydedilmistir. Geleneksel
kitosan spektrumu saf polimer ve plaseboda net gozlenirken, Biformiilasyonunda ek
pikler de elde edilmistir. Buna gore; amin N-H simetrik titresime karsilik gelen yaklagik
3450 cm! civarinda genis bir band1, 2920 ve 2320 cm™'deki tepe noktalari, karbonhidrat
halkas1 ile simetrik ve asimetrik —CH> titresimleri olarak goézlenmistir. Absorpsiyon
pikleri C=0O kaynakli 1650 cm* bantinda ve 1545 cm™* —NH; biikiilmesi kaynakli
gdzlenmistir. Ayrica 1000-1200 cm ! araliginda sakkarit yapisindan dolay1 simetrik
olmayan C-O gerilimi gézlenmektedir [85, 86].

Saf kafeinin FT-IR spektrumu literatiirlerle uyumlu olarak C—H metil gruplarinin
titresimi kaynakli 3000-2750 cm ! araliginda karakteristik tepe noktalarmi gdstermistir.
1700-1400 cm™ araliginda C=0, C=N ve C=C baglarmin titresimi kaynakli bantlar
gozlenmistir. B1 formiilasyonu FTIR spektrumu da karmagik etkilesimlerin olmadigini
gosteren, yeni zirveler veya zirve konumunda fark edilir kaymalar goriinmeyen tiim
bilesenlerin toplamidir. B: formiilasyonuna ait spektrumda kitosan ve kafein arasindaki
etkilesime bagl olarak 3400 cm ™ banti -OH tepe noktasi kaynakli ciddi genisleme
gostermistir.

1700 cm™'de karbonili gdsteren yeni bir tepe belirlenmistir bu tepe kafeinde
bulunan C = O grubu kaynaklidir. Ek olarak 1320 cm™ bantinda kafein kaynakli C-N
biikiilmesi B1 formiilasyonunda 1390 cm™ bantina kaymustir. Bu da bize kafeinin C=0
grubu ile kitosanin amid grubu arasinda etkilesim oldugunu ve kafeinin kitosana basariyla
yiiklendigini gostermektedir [84 ,87, 88].
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Etkin maddeli formiilasyonda sifirinct zamanda ve kararlilik testleri boyunca pH
Olciimii yapilmistir. Epidermis, ozellikle stratum corneum, su kaybina karsi koruma
saglar, mikroorganizmalarin girisini engelleyen bir bariyer gorevi goriir ve 4 ile 6.5
arasinda degisen asidik bir pH degerine sahiptir [89, 90]. Hazirlanmis olan formiilasyon
kararlilik siiresi boyunca bu deger alaninda sabit kalmistir. Kararlilik testlerinde pH
degerinde meydana gelen degisim istatistiksek olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

B, formiilasyonunda sifirinc1 zamanda ve kararlilik testinin sonunda reolojik analiz
yapilmistir. Bi formiilasyonu pseudoplastik akis gostermistir. Kararlilik testleri
sonucunda 25 °C’de saklanan formiilasyonun reolojisi degismezken 4 °C’de saklanan
formiilasyonda viskozite artarken akis tipi ayn1 kalmistir. 40 °C’de saklanan
formiilasyonda da akis tipi korunurken viskozite azalmistir. Sicaklik arttik¢a viskozite
diismektedir [91, 92]. Pseudoplastik akista, ¢ok az kayma gerilimi ile bile yer ¢ekimi
etkisi ile akis olur. Eczacilikta kullanilan jel, miisilaj, emiilsiyon gibi sistemlerin ¢ogunda
bu tip akis goriiliir. Etki eden kuvvetin artirllmasiyla baslangigta zor olan akis giderek
ideal akis 6zelligi kazanir [93].

Sifirinct zamanda ve kararlilik caligmasi boyunca etkin madde miktar1 tespit
caligmas1 yapilmustir. Verilerde istatistiksel olarak (two-way ANOVA) testi
kullanilmistir. 3 aylik kararlilik caligmasi sonucunda etkin madde miktarinda istatistiksel
olarak anlaml degisim gozlenmemistir (p> 0.05).

Formiilasyon ve saf etkin madde karsilastirmali olarak franz difiizyon cihazi
kullanilarak salim acisindan degerlendirilmistir. Saf etkin madde 90. Dakikada
%100.384’e ulasirken, Bi1 formiilasyonuna salim aymi dakikada 9%74.83 ve salim
calismasinin 1440. dakikasinda % 93.89 bulunmustur. Sonuglardan da anlasildig: iizere
etkin madde salim hiz1 uzatilmistir. Salimin ilk 1 saatinde patlama etkisi gézlenmis veya
daha hizli salinim go6zlenmis, ardindan kafein daha diisiik bir hizda daha uzun bir siire
salinmigtir [94, 95].

6.2. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon

Kafein ile ilgili yapilan calismalar incelendiginde, miktar tayini ve salim
calismalari i¢in farkl spektrofotometrik yontemlerin (YBSK, UPLC ve UV) kullanildig
gozlenmistir [96-98].

Tez c¢alismamizda UV  spektrofotometre ile analizler yapilmistir.
Spektrofotometre hizli ve basit bir ydontem olmasina ragmen, spektral ortiisme goriilmesi
mimkiindiir (Zhang ve digerleri, 2005). YBSK yonteminde pahali ekipmanlarin
kullanilmasi, FT kizilotesi, Raman ve NIR yansima spektrometresi gibi diger yontemler
de, kafein ol¢limii igin esit derecede ¢ok yonliidiir ve pahali kimyasallar gerektirmez,
ancak bu tiir cihazlar pahalidir ve laboratuvarimizda bulunmamaktadir [99, 100].

Kafeinin sudaki UV absorpsiyon spektrumunun oda sicakliginda 243-302 nm
araliginda oldugu bulunmustur. Kafeinin spektral yogunlugunun 302 nm'den daha biiyiik
dalga boyunda sifira diistiigli, diger yandan 243 nm'nin altindaki bir dalga boyunda yeni
bir pik absorbansin oldugu goriilmiistiir. 272 nm dalga boyunda ideal siddet ve
morfolojide kisa siirede pik elde edilmistir. Bulgular literatiirler ile uyumludur [44, 96].
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Dogrusallik ¢alismas1 sonucunda r? 0.9993 olarak bulunmus ve bu degere bagl
olarak sistemin dogrusallig1 ispatlanmistir. Absorbans konsantrasyonla dogru orantilidir
ve bagka bir deyisle Lambert-Beer yasasina uyumludur. Birbirini izleyen ii¢ ayr1 giinde
yapilan kesinlik calismasinda gelistirilen yontemin varyasyon katsayis1 %2 degerinin
altinda bulunmus ve yontemin kesinligi ispatlanmistir. Secicilik i¢in plasebo formiilasyon
ile calisma yapilmis ve herhangi bir girisim veya pik olmadigi gozlenmistir. Farkli
derisimlerle yapilan dogruluk ve geri elde edilebilirlik ¢aligmalarinda elde edilen sonuglar
yontemin dogrulugu kanitlanmistir. Kullandigimiz yontemde etkin madde saptama sinir1
hesaplanmis ve ¢alismalar bu sinirlar dahilinde ilerlemistir [44, 101, 102].
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7. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismamizda kafein yiiklii kitosan jel hazirlanmis ve in vitro karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. DSC, FTIR ve XRD analizleri ile fizikokimyasal yap1
aydimlatilmistir. UV spektrofotometre iizerinde gelistirilen gilincel yontemler nispeten
kolay, hizli, ucuz ve kafein igeriginin belirlenmesi i¢in oldukca hassastir. Ayrica, analizi
Onerilen yontemi gerceklestirmek icin gerekli kimyasallar ve ekipmanlar, genel olarak
tiim laboratuvarlarda bulunanlardir. Formiilasyonun 3 aylik kararlilik testi sonucunda
etkin madde miktar1, pH ve reolojisinde anlamli degisiklik gézlenmemistir. Lakin yapilan
analizler neticesinde formiilasyonun 25 °C’de saklanmast uygun bulunmustur. B:
formiilasyonunun kararli bir formiilasyon oldugu gosterilmistir. Kafein igin gelistirilen
yontem kafeinin analitik miktar tayini icin segici ve dogru bir yontem oldugu
kanitlanmistir. Yapilan salim deneyleri saf etkin maddeye gore salim hizinin Bl
formiilasyonu ile uzatildig1 gozlenmistir. Kafein igeren jel formiilasyonun etkili bir cilt
yaslanmasi1 karsit1 tiriinii oldugunu sdyleyebilmek igin in vivo insan goniilliilerde test
yapilmasi sarttir. Yapilmis olan tez ¢alismamiz formiilasyonun kararlt ve cilt ile uyumlu
bir formiilasyon oldugunu gostermektedir. Kitosan jel kafeinin topik kullanimi igin uygun
bir formiilasyondur. Elde edilen sonuglar ilerleyen zamanlarda planlanan in vivo insan
goniillii deneyleri i¢in 6nemli bir parametredir.
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