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OZET

ALFA TOKOFEROL / SIKLODEKSTRIN KOMPLEKSLERININ HAZIRLANMASI
VE DEGERLENDIRILMESI

Seyma ADATEPE

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Kozmetoloji Bilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2020
Danisman: Prof. Dr. Miizeyyen DEMIREL

E vitamini yagda ¢6ziinen bir vitamindir. Kozmetik {tirlinler ig¢erisinde daha ¢ok

alfa tokoferol (a-TC) formu kullanilmaktadir. Antioksidan, antibakteriyel, cilt yenileyici,

yaslanma karsit1 6zellikler tasiyan a-TC, 1s18a ve 1siya karsi dayaniksizdir ve yiiksek
konsantrasyonlarda cildi tahris edebilmektedir. Ideal bir kozmetik iiriin igerisinde diisiik
konsantrasyonlarda yiiksek etkinlik gostermesi istenmektedir ve bu amagla tokoferol
asetat formu kullanilmaktadir. Tokoferol asetatin dayanikliligi a-TC’e gore daha yiiksek
olmakla birlikte antioksidan 6zelligi diistiktiir. Siklodekstrinler, nisastanin degredasyonu
sonucunda olusan siklik oligosakkaritlerdir ve misafir molekiiller ile olusturduklar
inkliizyon kompleksleri ile tasidiklari molekiillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini

degistirebilirler.

Calismada a-TC’un kararhilik ve ¢oziintirliigliniin arttirilmasi ve saf haline gore
daha yiiksek antioksidan aktivite gosterecek bir kompleksinin hazirlanmasi
amaglanmistir. Bu amacgla dondurarak kurutma yontemi ve hidroksipropil beta
siklodekstrin (HPBCD) ve rastgele metillenmis beta siklodekstrin (RAMEB) ile
kompleksleri hazirlanmistir. Komplekslerin karakterizasyonu, ¢oziintirlikk, SEM, DSC,
FT-IR, 'H-NMR, enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro salm analizleri ile
degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite ¢alismalart DPPH testleri ile yuriitiilmiistiir.
Hazirlanan komplekslerde saf a-TC’e gore ¢oziiniirliikk, ¢éziinme hizi ve antioksidan
aktivitede artig tespit edilmistir. Komplekslerin kararlilik ¢alismalarinda farkli saklama

kosullarinda (2-8 °C buzdolabi, 25 °C karanlik, 25 °C giin 15181, 40 °C etiiv) bir ay

bekletme sonucunda 0-TC: RAMEB kompleksinin daha kararli oldugu goriilmiistiir.
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ABSTRACT

PREPARATION AND EVALUATION OF ALPHA TOCOPHEROL /
CYCLODEXTRIN COMPLEXES

Seyma ADATEPE
Department of Pharmaceutical Technology
Cosmetology Program
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2020

Supervisor: Prof. Dr. Miizeyyen DEMIREL

Vitamin E is an oil-soluble vitamin. The alpha tocopherol (0.-TC) form of vitamin

E is mostly used in cosmetic products. The 0-TC have antioxidant, antibacterial, skin

rejuvenating and antiaging properties. It is sensitive to light and heat and can irritate the
skin in high concentrations. a-TC must be in low concentration with high efficiency in an

ideal cosmetic product. For this aim its tocopherol acetate form is used generally.
Although stability of tocopherol acetate is higher than a-TC, it has less antioxidant

properties. Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides formed as a result of strach
degredation. By forming inclusion complexes with guest molecules, they can change the

physical and chemical properties of the molecules they carry.

The aim of study is to increase the stability and solubility of a-TC and prepare a
complex that will show higher antioxidant activity than its pure form. For this purpose,
o-TC:CD complexes were prepared with hydroxypropyl beta cyclodextrin (HPBCD) and
randomly methylated beta cyclodextrin (RAMEB) by freeze drying method. The
characteristics of the complexes were evaluated by solubility, SEM, DSC, FT-IR, '"H-NMR,

encapsulation efficacy and in-vitro dissolution rate analyses. Antioxidant activity studies on
complexes carried out with DPPH tests. Compared to pure a-TC, solubility, dissolution
rate and antioxidant activity were increased in the prepared complexes. o-TC:RAMEB
was found to be more stable than other complex at different storage conditions (2-8 °C
refrigerator, 25 °C dark, 25 °C sunlight, 40 °C etuv) during the one month of storage.
Keywords: Hydroxypropyl beta cyclodextrin, Randomly methylated beta cyclodextrin,

a-Tocopherol
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TESEKKUR

Yiiksek lisans siirecinde bana daima sabirla yol gosteren, tez ¢alismam sirasinda
degerli bilgilerini ve yardimlarini benden esirgemeyen, ilgi ve destegiyle her zaman
yammda olan c¢ok kiymetli damisman hocam Prof. Dr. Miizeyyen DEMIREL’e

tesekkdirlerimi sunuyorum.

Yiiksek lisans egitimim boyunca 6grendigim her seyi bor¢lu oldugum Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dal1 hocalarima, eksik
kaldigim yerlerde bilgileri ile beni destekleyen ve ¢alismalarimda yardimlarin
esirgemeyen Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Teknoloji Anabilim

Dal1 yiiksek lisans ve doktora 6grencisi arkadaglarima tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu siiregte gerek anlayislar1 gerekse c¢alismalarimdaki yardimlari sebebiyle
biinyesinde bulundugum Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Eczacilik Fakiiltesi’nin
Dekani Prof. Dr. Yalgin OZKAN’a, Dekan yardimcisi ve Farmasétik Teknoloji Anabilim
Dali Bagkan1 Prof. Dr Ayhan SAVASER’e, Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
hocalarimdan Dog. Dr. Cansel KOSE OZKAN’a ve Dr. Ogretim Uyesi Ozgiir ESIM’e

tesekkiirlerimi sunuyorum.

1H-NMR ve FT-IR analizleri i¢in Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Doping ve Narkotik Maddeler Analiz Laboratuvari’na ve bu ¢alismalara katkilari i¢in
Ogr. Gor. Serkan LEVENT’e cok tesekkiir ederim. SEM analizleri i¢in Anadolu
Universitesi, Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirma Merkezi (AUBIBAM) ne ve bu ¢alismalara
katkilar1 i¢in Dr. Ogr. Gor. Sennur GORGULU’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak ¢alismalarimda bana daima destek olan esim Hiiseyin ADATEPEye,
beni sevgi ve saygi ile yetistirerek bana maddi manevi her tiirlii destegi saglayan ve daima

glivenen canim aileme sonsuz tesekkiirler.

Seyma ADATEPE
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligsma oldugunu; ¢aliymamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi™yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aliymamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmas: durumunda, ortaya gikacak tiim
ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS ve AMAC

Viicudumuzu ¢evreleyen bir organ olarak derimiz ultraviyole radyasyon, ilaglar
ve hava kirletici ajanlar1 igeren bircok prooksidatif ¢cevresel etkene maruz kalmaktadir.
Oksijen kullanim1 sonucunda olusan bazi reaktif iirlinler de iyonize radyasyon benzeri
toksisiteye neden olabilmektedir. Bu molekiiller serbest radikal olarak
adlandirilmaktadir. Serbest radikaller kendilerini nétralize etmek i¢in  diger
molekiillerden elektron alirlar, kiiglik molekiilleri ve yiiksek enerjileriyle hiicresel
makromolekiilleri okside edebilirler. Cok sayida hiicresel komponentin kontrolsiiz
oksidasyonu s6z konusu olursa, bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir. Oksidatif
stres lipid peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, DNA mutasyon ve kiriklarina,
sitotoksik etkilere ve sinyal iletilerinde bozulmalara neden olabilir. Oksidatif
stresOrlerden korunmak ve serbest radikaller ile antioksidan sistem arasindaki dengeyi
saglamak icin derimiz bircok katmana 6zel antioksidan sistemler ile donatilmistir.
Antioksidanlar hiicrelere saldirmadan serbest radikalleri stabilize ve deaktive etme
yetenegine sahip olan molekiillerdir. Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar okside olarak
baska bir substratin oksidasyonunu oOnemli Olgiide geciktirir veya Onlerler.
Antioksidanlarin bir kismi endojen (lipoik asit, glutatyon, koenzim Q10 gibi) iken
vitamin E (alfa tokoferol) ise diyetle ve topikal uygulamalarla alinan lipofilik bir

antioksidandir.

E vitamini antioksidan ve serbest radikal yakalayicisidir. Antioksidan
Ozelliklerinden dolayr 50 yildan daha uzun zamandir kozmetik endiistrisinde
kullanilmaktadir ve giderek artan kullanima sahiptir. Dogada vitamin E aktivitesi
gosteren 8 madde bulunmaktadir (alfa, beta, gama ve delta tokoferol ile alfa, beta, gama
ve delta tokotrienol). Diger dokularda oldugu gibi a-TC insan derisinde baskin olan
vitamin E homologudur. Bu nedenle diger vitamin E tiirevleri ile ilgili ¢aligmalar son
derece kisithdir. Stratum Korneum'daki a-TC diizeyinin azalmasi derideki foto oksidatif

hasarlanmanin bulgusu olarak degerlendirilmektedir.

Aktif vitamin E ile ¢ok sayida vitamin E esterleri ve diger vitamin E tiirevleri, cilt
bakim {irlinlerinden, giinesten koruyuculara, bebek ve sa¢ bakim tirtinlerine kadar bir¢ok
alanda farkli konsantrasyon ve formiilasyonlarda giivenli olarak kullanilmaktadir. a-TC

kozmetik tirtinlerde %5 ya da daha az konsantrasyonda kullanilmaktadir. %0.2°’den daha



az konsantrasyonlarda Stratum Korneum 'daki vitamin E diizeyini arttirdigi ve lipid
peroksidasyonuna karsi in vivo koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Transepidermal su
kaybin1 azaltan E vitamininin bu dogal nemlendirici 6zelligi nedeniyle, nemlendirici
maddeler, sa¢ bakim tiriinleri ve giinesten koruyucularin igerisinde de yaygin olarak
kullanim1 s6z konusudur. Ayrica yapilan ¢aligmalarda vitamin E’nin kirigiklik, deri
purtzluligi, kinisiklik derinligini azalttig1, yaslanma karsit1 ve fotoprotektif etkilere sahip

oldugu gosterilmistir.

o-TC suda az ¢6ziinen bir bilesiktir ve oksijene, 1s18a, alkali pH’ya maruz
kaldiginda dekompoze olma gibi bagka olumsuzluklara da sahiptir. o-TC kimyasal
dayaniksizlig1 nedeniyle aktif hidroksil grubu esterlestirilerek (asetat, suksinat, linoleat,
nikotinat) korunur. Vitamin E, tezgah tstii (OTC) trtinlerde en sik a-TC veya TC asetat
olarak bulunmaktadir. a-TC, asetat esterine gore oksidatif bozunmaya karsi ¢ok daha
hassastir ve kullanildig tirtinlerde depolama siirecinde aktivite kaybina ugramaktadir. Bu
nedenle, ticari tirlinler aktif a-TC yerine daha ¢ok inaktif 6n-ilaci olan a-TC asetat esteri
icermektedir. Ancak klinik c¢alismalarda o-TC’un asetat formunun deride yeterli
absorbsiyonuna ragmen, biyolojik aktif form o-TC’e donlismedigi gosterilmistir. o-TC
iceren kozmetik ve tedavi amagl: iirtinlerde beklenen etkinligin saglanmasi i¢in, o-TC
kararliligin1 koruyan formiilasyonlarin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. Arastirmanin ¢ikis

noktast, o.-TC’un kararli bir yapi igerisinde sunulmasinin saglanmasidir.

Siklodekstrin (CD)’ler, nisastanin enzimatik degredasyonu ile elde edilen
nontoksik siklik oligosakkaritlerdir. Kesik koni seklindeki molekiiler yapiy1 olusturan, o-
1,4-bagli glikopiranoz birimlerinden olusurlar. Yaygin olarak kullanilan CD tipleri,
sirasiyla 6, 7 ve 8 glikopiranoz iinitesine sahip olan a-CD, B-CD ve y-CD'dir. Kavite
boyutu CD’nin tipine baglidir (a-CD, B-CD ve y-CD igin 6, 8 ve 10 A). CD’ler uygun
polarite ve boyuttaki cesitli molekiillerle, kovalent olmayan inkliizyon kompleks (IC) leri
olusturma kabiliyetine sahiptir. IC olusumu, konuk molekiiliin 6zelliklerinde Snemli
gelismelere yol agmaktadir (buharlasma, bozunma ve oksidasyondan koruma; ¢oziintirliik
ve kimyasal kararliligi artirma; salim hizin1 kontrol etme; permeabilite, biyoyararlanim
ve etkinlik artis1 gibi). Son yillarda, antioksidan ve antibakteriyel bilesiklerin olumsuz

ozelliklerinde iyilesme saglamak amactyla CD’lerin kullanimi artis gostermektedir.



Literatiirde ¢oziintirlik artis1 ve tirtinlerin oksidatif kararliligini artirmak igin, o-
TC’le CD’lerin (a-CD, B-CD, y-CD, hidroksipropil B-CD, hidroksipropil y-CD,
dimetillenmis B-CD) inkliizyon kompleksi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bu
calismalarda, CD IC’lerinin hazirlanmasi ile a-TC un ¢6ziiniirliik ve oksidasyona karsi

kararliliginda artis elde edildigi gosterilmistir.

Calismada kozmetik formiilasyonlar i¢in a-TC’un kararli bir yapi igerisinde
sunulabilmesine yonelik olarak, o-TC’un ¢o6zliniirlik ve kararliligini iyilestirmek,
antioksidan etkinligini artirmak amaciyla, hidroksipropil B-CD (HPBCD) ve rastgele
metillenmis B-CD (RAMEB) ile IC’leri hazirlanmis ve karakterizasyon galigsmalari
gercgeklestirilmistir.



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Siklodekstrinler

Siklodekstrinler, seliilozun bakteriler tarafindan enzimatik yolla pargalanmasi ile
ortaya ¢ikan dogal bilesiklerdir (Loftsson vd., 2005). Bu enzimatik reaksiyon molekiil i¢i
bir reaksiyondur, reaksiyon sonucu su agiga ¢ikmaz ve halkali yapidaki CD’leri meydana
gelir. CD’ler, toroidal (kesik koni) sekillidirler ve siklik oligosakkarit yapisinda, konak¢i
konuk tipi etkilesim yapabilen kafes yapisindaki supramolekiillerdir (Avci ve Dénmez,
2010). CD’ler suda ¢6ztiniirliigii az, 1s1 ve 151k gibi stres kosullarina dayaniksiz molekiiller
ile konakg¢i-konuk tipinde bir etkilesimle olusan inkliizyon bilesiklerini meydana

getirebilirler.
2.1.1. Siklodekstrinlerin tarihcesi

CD’lerin 1891°de kesfiyle baslayan ve 45 yil stiren dénemi CD’ler igin “kesif
donemi” olarak adlandirilabilir (Szejtli, 2004). Bu dénemde; CD kavramina tarihte ilk
kez Villier'in caligmalarinda rastlanir. 1891 yilinda Villier tarafindan Bacillus
Amylobacter bakterisinin yardimiyla ilk kez CD {iretilmis, seliilozin olarak
isimlendirilmis ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla ©6n c¢aligsmalar

yapilmistir (Avel ve Donmez, 2010; Kurkov ve Loftsson, 2013; Martin vd., 2018).

1903 yilinda Schardinger tarafindan seliilozin maddelerinin siklik yapist
belirlenmis ve a- ve B-dekstrin ad1 verilmistir (Avel ve Dénmez, 2010). 1911 yilinda CD
sentezinden sorumlu bakteriler izole edilmistir. Izole edilen Bacillus Macerans
yardimiyla nisastadan daha fazla seker tretildigi kesfedilmis ve {iretilen madde
“Schardinger sekeri” olarak adlandirilmistir. Daha sonra farkli CD’ler arasindaki farki
anlamak i¢in denemeler yapilmaya baslanmistir (Avcr ve Donmez, 2010; Kurkov ve
Loftsson, 2013). 1930’lu yillarda CD’in baglh oldugu maltoz birimlerinin, molekiil i¢cin
yapi tasi oldugu bulunmus ve ilk saf CD’in izolasyonu yapilmistir. 1935-1936 yillarinda
gama CD (y-CD) kesfedilmis ve CD’lerin siklik yapisi agiklanmistir (Kurkov ve
Loftsson, 2013). Kesif doneminin son 10 yilinda CD’lerin kompleks olusturmaya uygun
oldugu kesfedilmistir. Ancak verilerin ¢ogu uygun yontem kullanilmamasi veya saf
olmayan bilesikler ile calisilmasi nedeniyle tam olarak giivenilir degildir (Hashidzume

vd., 2017).



CD’lerin 1936-1970 yillar1 arasindaki donemi ise “arastirma doénemi” olarak
adlandirilir (Szejtli, 2004). Bu donemde, 1940’11 yillarda ilk kez inkliizyon kompleksi
hazirlanmasi fikri ortaya atilmistir (Kurkov ve Loftsson, 2013). Alfa CD (a-CD), beta
CD (B-CD) ve gama CD (y-CD)’in yapist X-ray difraktometresi ile belirlenmistir (Arslan,
2012; Kurkov ve Loftsson, 2013). 1950’li yillarda French ve Cramer CD’leri saf
bilesenlerine ayirarak incelemislerdir (Arslan, 2012). Daha sonra biiyiik halkali CD’ler
kesfedilmis inkliizyon komplekslerinin 6zellikleri tizerinde calisilmistir (Kurkov ve
Loftsson, 2013). 1953 yilinda Freudenberg ve Cramer CD ve komplekslerine ait ilk
patenti almistir (Kurkov ve Loftsson, 2013; Taneri, 2004). 1957 yilinda French’in
inceleme yazilarini, 1965 yilinda Thoma ve Stewart tarafindan yayinlanan monograf ve
1968 yilinda Ceasar tarafindan yayimlanan monograf takip etmistir (Szejtli, 2004). 1965
yilinda inkliizyon kompleksi mekanizmasinin matematiksel modeli gelistirilmistir

(Kurkov ve Loftsson, 2013).

1970’lerden sonra CD’ler igin “yararlanma donemi” baslamistir. Yararlanma
doneminde ¢alismalar artmis, tiretim artmis ve {iretimdeki artisa bagli olarak CD fiyatlari
dusmiistiir (Szejtli, 2004). Ayrica toksikolojik a¢idan kullanima uygun olduklari
belirlenmistir (Hashidzume vd., 2017). 1975 yilinda CD iizerine ilk yayimn yapilmistir.
1980’11 yillarda gida ve kozmetik alaninda CD’lerin endistriyel uygulamalarina
baslanmistir. HPBCD Avrupa ve Amerika’da patentlenmistir (Kurkov ve Loftsson,
2013). 1990 yilinda binlerce ton CD iiretilmis ve CD teknolojisi hizli gelisme
gostermistir (Sekil 2.1.) (Arslan, 2012; Szejtli, 2004).

Sekil 2.1. CD teknolojisinin gelisimindeki asamalar (Szejtli, 2004).



2.1.2. Siklodekstrinlerin iiretimi

Bacillus Macerans, Klebsiella Pneumonie ve Alcalophile Bacillus suglarindan
“Siklodekstrin Glikozil Transferaz” (SGTaz) enzimi elde edilmektedir. Bu enzimin
tiretiminde hem modifiye hem de dogal suslar kullanilabilmektedir. CD’lerin {iretiminde
kullanilan bu enzim, o amilaz enzim grubuna dahil olmakla birlikte, 0. amilaz enzimi ile
farkli reaksiyonlar1 katalizlemektedir. SGTaz enzimi ¢ok fonksiyonlu bir enzimdir ve
temel reaksiyonu siklizasyon olmakla birlikte, birlestirme ve hidroliz gibi reaksiyonlari

da katalizleyebilir (Avel ve Dénmez, 2010).

Hidrolize olmus nisastanin SGTaz enzimi ile degrade olmasi sonucunda siklik ve
asiklik tirinler meydana gelir. Olusan primer {iriin intermolekiiler bir reaksiyona girerek
CD’leri meydana getirir. Reaksiyon endiistriyel olarak hem ¢6ziiciilii hem de ¢6ziiciisiiz
olarak gergeklestirilebilir. Coziiclisliz reaksiyonlarda CD karisimlarinin tamami alinir ve
karisim halindeki CD’ler organik bir ¢oziicli yardimiyla izole edilirler. Coziiciilii
reaksiyonlarda ise organik bir ¢6ziicii ile tek tip bir CD tiretilir. Her mikroorganizma ile

farkli bir tiir ve farkli miktarda CD tretilmektedir (Aver ve Donmez, 2010).

2.1.3. Siklodekstrinlerin yap1 ve dézellikleri

CD’ler, beyaz, kokusuz ve kristal yapili toz maddelerdir. Oldukga kararlidirlar ve
senelerce bozunmadan saklanabilirler. Sicaklik arttikca sudaki c¢oziintrliikleri
artmaktadir. Yaklasik 200°C’de bozunmaya baslarlar. Goézlemlenen termoanalitik
Ozellikler kristal yapisina, su miktarina, atmosfer kosullarina gore degisiklik gosterebilir
(Arslan, 2012). Siklikla kullanilan CD’lerin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.1.°de,
farkli sicakliklarda sudaki c¢ozlintirliikleri Tablo 2.2.°de, organik c¢oziiciilerdeki

coziintirliikleri Tablo 2.3.’de verilmistir.

CD’ler sterik engelden dolay1 en az 6 glukopiranoz tinitesinden olusabilirler. Bu
glukopiranoz tniteleri a-(1,4) baglar1 ile birbirine baglhdir. Teorik olarak 8’den fazla

glukopiranoz sayili CD tiretmek miimkiindiir. Fakat kompleks olusturma kabiliyetlerinin

azalmasi sebebiyle siklikla kullanilmazlar. En yaygin kullanilan CD tiirevleri 6,7,8
glukopiranoz tinitesi iceren ve sirasiyla a-, B-, y- CD olarak adlandirilan tiirevlerdir

(Sekil 2.2.) (Hazekamp ve Verpoorte, 2006; Akytirek, 2010; Arslan, 2012).



Tablo 2.1. Siklodekstrinlerin fizikokimyasal ozellikleri (Arslan, 2012).

Siklodekstrinler a-CD B-CD v-CD
Glikoz sayisi 6 7 8
Bosluk capi (A°) 5,7-6,3 6-6,5 7,5-8,3
Yiikseklik (A°) 7,9 7.9 7.9
Cap (A°) 14,6 15,4 17,5
Yaklasik bosluk hacmi (A°) 174 262 427
Molekiil agirhg: 973 1135 1297
Sudaki ¢oziiniirliik (mg/ 10 mL) 14,5 1,85 23,2
Erime noktasi (C°) 275 280 275
Kristal suyu 10,2 13,2-14.,5 8,13-17,7
1 g CD’deki bosluk hacmi (mL) 0,10 0,14 0,20

Tablo 2.2. Siklodekstrinlerin sudaki farkli sicakliklardaki ¢oziiniirliikleri (Taneri, 2004).

Sudaki ¢oziiniirliik (mg CD/g su)

Sicaklik (°C) a-CD B-CD v-CD

20 90 16,4 185
25 127 18,8 256
30 165 22,8 320
35 204 28,3 390
40 242 343 460
45 285 44,0 585
50 347 52,7 -




Sekil 2.2. Siklodekstrinlerin yapisi (Arslan, 2012).

Tablo 2.3. Siklodekstrinlerin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri (Arslan, 2012).

Organik ¢oziicii a-CD p-CD v-CD
Metanol %100 Coziinmez Coziinmez >0,1
Metanol %50 0,3 0,3 208
Etanol %100 Coziinmez Coziinmez >0,1
Etanol %50 >0,1 1,3 2,1
izopropanol Coziinmez Coziinmez >0,1
Aseton Coziinmez Coziinmez >0,1
Kloroform Coziinmez Coziinmez Coziinmez
Piridin 7 37 -
Tetrahidrofuran Coziinmez Coziinmez Coziinmez
Dimetilformamid 54 32 -
Dimetilsiilfoksit 2 35 -
Etilenglikol 9 21 -
Propilenglikol 1 21 -
Gliserin Coziinmez 4,3 -




Sekil 2.3.°de 2 ve 3 numarali isaretler C2 ve C3 karbonlarina bagli hidroksil
gruplarin1  gostermektedir. C2 ve C3’e bagl sekonder —OH gruplar1 kesik koni
bi¢cimindeki CD’in genis kisminda C6’ya bagh primer —OH grubu ise dar kisminda
bulunmaktadir (Arslan, 2012). C6 karbon atomu C2 ve C3 hidroksil gruplarina gore
rotasyon yapabilmesi sebebiyle koninin tist kism1 daha dardir (Akg¢akoca ve Atav, 2006).
Kesik koni yapisindaki CD’in alt ve st yiizeyindeki serbest —OH gruplar1 su ile
etkileserek suda ¢6ziinebilme kabiliyeti saglar. CD’in i¢ kavitesinin hidrofobik olmasinin

sebebi ise i¢ yiizeydeki —H atomlari ve glikozidik -O- képriileridir (G6kmen vd., 2012).

Sekil 2.3. f siklodekstrinin kimyasal yapisi (Arslan, 2012).

Glukopiranoz {initelerinin sandalye konformasyonunda bulunmasi sayesinde tiim
hidroksil gruplart konik yapimin dig ylizeyindedir. Bu durum molekiiliin sudaki
cozlnlirltiglini arttirir. Konik yapinin dig ylizeyi hidrofilik iken kavitesi hidrofilik
ortamda amfifilik ve hidrofobik 6zellik gosteren maddelere ev sahipligi yapabilecek
hidrofobik yapidadir (Sekil 2.4.) (Akgakoca ve Atav, 2006; Avct ve Dénmez, 2010).
Bunun sebebi Lewis Bazi 6zelliginin bulunmasi ve elektron yogunlugunun fazla

olmasidir (Yavuz, 2009).

CD’ler, kristal haldeyken kafes ya da kanal formunda bulunabilirler. Kanal
formunda iken her bir CD kafa- kuyruk ya da kuyruk- kuyruk seklinde dizilirler. Kanal
formunda, kaviteler birleserek kanal benzeri bir yapi olusturur. Inkliizyon bilesikleri
olusurken misafir molekiil kanalin igerisine yerlesir. Kafes formunda ise CD yapilari
birbiri igerisine gecmis olarak bulunur, kaviteler bir diger CD molekiilu tarafindan
kapatilir. CD molekiiliiniin ve kristal yapinin i¢ béliimlerinde bulunan su molekiilleri ile

misafir molekiil yer degistirerek inkliizyon kompleksini olusturur (Arslan, 2012).



Hidrofobik ic yiizey Primer ylizey

Sekil 2.4. Siklodekstrinlerin ii¢c boyutlu yapisi (Taneri, 2004).

2.1.4. Siklodekstrin tiirevleri

CD’ler, a-CD’de 18, B-CD’de 21 ve y-CD’de 24 olmak iizere ¢ok sayida —OH
grubuna sahiptirler. Bu —OH gruplar1 {izerine amin, eter ve ester gibi fonksiyonel gruplar
eklenerek CD’lerin modifikasyonu saglanabilir. Hidroksil gruplarinin reaktivitesi pH ve

sicaklik gibi reaksiyon kosullarina baghdir (Szejtli, 2004).

Modifikasyonun amagclarindan biri, sudaki ¢oziiniirliigii, ayn1 karbon sayili
dekstrinlere gére daha az olan CD’lerin sudaki ¢6zuiniirliigiinii arttirmaktir (Goniilsen,
2013). Bu amagla bir bazik ¢ozelti igerisinde ¢oziindiiriilen B-CD, propilen oksit ile
muamele edildiginde sudaki ¢oziiniirligi %1,85°ten %60°a ¢ikan 2-hidroksipropil-B-CD
elde edilir (Avcr ve Donmez, 2010; Goniilsen, 2013). Diger amaclar ise, CD’lerin
istenmeyen 6zelliklerini azaltmak, kompleks yapma kapasitelerini arttirmak ve kontrollii

salim yapma 6zelligi kazanmalarini saglamaktir (Szejtli, 2004).

Modifikasyonlar, mono fonksiyonlandirma ve ¢oklu fonksiyonlandirma olarak 2
farkli yolla saglanabilir. Eger CD’e tek bir —OH grubu tizerinden fonksiyonel grup
eklenirse bu duruma mono fonksiyonlandirma, birden fazla —OH grubu {izerinden

fonksiyonel grup eklenirse bu duruma ¢oklu fonksiyonlandirma ad1 verilir (Arslan, 2012).
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Fonksiyonel gruplar rastgele eklenebildigi gibi ttim -OH gruplarina da eklenebilir.
Yapilan modifikasyonlar ile CD’lerin fizikokimyasal 6zelliklerinde degisimler
gozlenebilir. Kismi modifikasyon yapilan CD suda digerinden daha fazla ¢6ziintir (Avci
& Donmez, 2010). Kismi modifikasyon suda ¢oziiniirliigii arttirmasinin yani sira 1s1 ve

1518a dayaniklilig1 da arttirir (Desai ve Park, 2005; Gontilsen 2013).

CD tirevleri olusturulurken baslangi¢ molekiilii mono-6-deoksi-6-tosil-B-CD
(TsCD)’dir. p-toluenstilfonilkloriir B-CD ile tepkimeye girer ve suda kristallendirilirse
TsCD molekiilii elde edilir. Bu siilfonatli CD’ler ara basamak olarak kullanilir ve tosil
gruplart iyodiir, azid, tiyoasetat, hidroksilamin, aril ya da poli-alkilamin gibi niikleofil

gruplari ile yer degistirirse CD tiirevleri elde edilir (Arslan, 2012).

Endiistriyel olarak kullanilan baz1 modifiye CD &rnekleri, rastgele metillenmis [3-
siklodekstrin (RAMEB), hidroksipropil [B-siklodekstrin (HPBCD), hidroksietil -
siklodekstrin (HEBCD), 2,6-dimetil B-siklodekstrin (DIMEB), 2,3,6-trimetil p-
siklodekstrin (TRIMEB)’dir (Ave1 ve Dénmez, 2010).

2.1.4.1. Siilfobutileter tiirevleri

Silfobutileter tiirevi CD’lerin, B-CD’lere gore suda ¢6zilinebilirligi  ve
hidroksipropil CD’lere gore komplekslesme kapasitesi daha yiiksektir. Daha az hemoliz
olusturur ve daha az nefrotoksiktir. CD kavitesinden uzaga siilfobutil eklendigi i¢in
inkliizyon bilesigi yapma yetenegi etkilenmez (Sekil 1.5.) (Numanoglu, 2003; Arslan,
2012).

| —n R= -MI":CI":CH:C"]:SO_?,
OR

Sekil 2.5. Siklodekstrinlerin siilfobutileter tiirevierinin kimyasal yapisi (Arslan, 2012).

11



2.1.4.2. Amfifilik siklodekstrinler

Amfifilik CD’ler, dogal CD’lerin farmasotik alandaki sinirlamalarini ortadan
kaldirmak amaciyla tretilmislerdir. Amfifilik CD’ler ile herhangi bir yilizey aktif
maddeye gerek kalmaksizin nanopartikiil hazirlanmasit miimkiindiir. Amfifilik CD’lerin
ylizey aktif 6zelligi alifatik zincirin yapisi, uzunlugu, bag tipine gore degisebilir (Bilensoy

vd., 2008; Yavuz, 2009).
2.1.4.3. Metil tiirevieri

C2, C3, C6’daki —OH gruplar1 {izerinden metil grubu baglanarak B-CD’lerin
fizikokimyasal ozellikleri degistirilebilir (Sekil 2.6.). Bu modifikasyon ile RAMEB,
DIMEB, TRIMEB hazirlanmistir. Bu tiirevlerin sudaki ¢oziiniirliikkleri dogal B-CD’lere
gore cok daha iyidir. Metillenmis CD tiirevlerinin dogal f-CD’lerin aksine sicaklik
arttirilldikca sudaki ¢oziiniirlikleri azalir (Taneri, 2004). Bunun yaninda hemolitik yan
etkileri vardir (Arslan, 2012). Bazi metillenmis CD tiirevlerinin fizikokimyasal 6zellikleri

Tablo 2.4.’de verilmistir.

Metil gruplariin simetrik baglanmasi ile modifiye heptakis (2,6-di-O-methyl) 3-
CD’in soguk sudaki ¢oziintirligt artmistir. Fakat sicaklik arttik¢a ¢oziintirliik azalmis ve

60°C’de ¢oziinmeyen kristallere dontismiistiir (Szejtli, 2004).

CH,OR

L n R=-CH,
OR

Sekil 2.6. Siklodekstrinlerin metil tiirevlerinin kimyasal yapist (Szejtli, 2004).

2.1.4.4. Hidroksialkali tiirevleri

Hidroksialkali tiirevleri, alkali ortamda 3-CD ile propilen oksit kondenzasyonu ile
B-CD’in bir ya da birkag —OH grubuna 2-hidroksipropil eklenmesi ile hazirlanir (Sekil
2.7.). HPBCD, HEBCD gibi hidroksialkalilenmis B-CD’in tiirevlerinin sudaki

coztintirliikleri dogal B-CD’lere gore ¢ok daha iyidir (Taneri, 2004). Siibstitiisyon
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derecesi arttikca ylizey aktiviteleri ve apolar ozellikleri artmaktadir. Siibstitiisyon
derecesi, bir glukopiranoz linitesi tizerindeki substitlie olmus hidroksillerin sayisini ifade

eder ve bu say1 1, 2 veya 3 olabilir.

OR
L dn OH

OR R=-CHCHCH,

Sekil 2.7. Siklodekstrinlerin hidroksialkali tiirevierinin kimyasal yapisi (Arslan, 2012).

Tablo 2.4. Metillenmis siklodekstrin tiirevlerinden bazilarimn fizikokimyasal dzellikleri (Taneri, 2004).

CD tipi B -CD DIMEB TRIMEB
Erime derecesi (°C) 280 295-300 157
Spesifik rotasyon [0]. (°) +163 +160 +158
Sudaki ¢oziiniirliik (g/100 mL) 2 57 31
Su icerigi (%) 13 1 <1
0,1 mM ¢ozeltinin yiizey gerilimi (mN m) 71 62 56

2.2. Inkliizyon Bilesikleri

CD’ler halka i¢i hidrojen atomlar1 ve glikozidik oksijen atomlar1 sebebiyle

elektronik olarak zengin bir i¢ ylizeye sahiptirler ve hidroksil gruplarinin varligi sebebiyle
hidrofilik bir dis ylizeye sahiptirler. Hidrofobik i¢ yiizeyleri sayesinde amfifilik ve
hidrofobik molekiilleri kavitelerinde tasiyabilirler (Sekil 2.8.). Tasidiklar1 molekiile
“misafir molekiil”, bu molekiil ile olusturduklar: komplekse “igerik kompleksi”, olusan
bilesige ise “inkliizyon bilesigi” adi verilir. CD ile hazirlanan igerik kompleksi molekiiler

diizeydeki enkapsiilasyon yontemidir (Gokmen vd., 2012).
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Sekil 2.8. a-, B-, y -siklodekstrinlerin molekiiler boyutlart (Martin vd., 2018).

CD ile misafir molekiil arasinda kurulacak komplekse dort etkilesim yardimci

olur. Bunlar;

1. CD’lerin sulu ¢6zeltisine misafir molekiil eklendiginde kavite igerisinde
bulunan su molekiillerinin kaviteyi terk etmesi,

2. Su molekiilii ve halkanin i¢ yiizeyi arasinda kurulmus olan van der Waals
etkilesimleri ve H baglart sayisinin azalmasi (CD halkasinin
konformasyon enerjisinin azalmast),

3. Misafir molekiiliin kaviteye yerlesmesi,

4. -H baglar ile van der Waals etkilesimlerinin yeniden kurulmasidir.

CD’in sulu ¢ozeltisi, su molekiilii ve kavitenin i¢ ylizeyi arasindaki polar-apolar
etkilesimden dolayr kararsizdir ve entalpisi yiiksektir. Inkliizyon kompleksi
kuruldugunda, misafir molekiil ve kavitenin i¢ ylizeyi arasinda apolar-apolar etkilesim
bulundugu i¢in entalpi dusiik, kurulan etkilesim dayaniklidir. Fakat kalic1 degildir.
Hidrofobik ve amfoterik bilesikler ile olusturulan inkliizyon bilesiklerinde, konak¢1 ve
misafir molekiil arasinda kovalent bag kurulmaz. Olusan kompleks dinamik bir

dengededir (Sekil 2.9.) (Akgakoca ve Atav, 2006; Cetin, 2014).
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Sekil 2.9. inkliizyon bilesigi (Szejtli, 2004).
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CD molekiil agirligina bagl olarak genellikle 1 misafir molekiil ile baglanir
(Desai ve Park, 2005; Gokmen vd., 2012; Martin vd., 2018). Inkliizyon bilesigi olusurken
O6nemli olan, misafir molekiiliin kavitenin ¢apina uygun olmasi ve kavitenin i¢ yiizeyi ile
temas etmesidir. Misafir molekiil ve CD’in arasindaki geometrik uyum kimyasal

uyumdan daha 6nemlidir.

6, 7 ve 8 C sayil1 a.-, - ve y- CD’ler C tinite sayilarinin farkina bagli olarak farkli
captadirlar. Bu sebeple farkli ¢aptaki molekiiller ile inkliizyon bilesiklerini meydana
getirirler. 6 C sayili a-CD alifatik zincirli molekiiller ile, 7 C sayili f—CD aromatik ve
heterosiklik molekiiller ile, 8 C sayili y- CD ise makrosiklik molekiiller ve steroid yapili

molekiiller ile inkliizyon bilesiklerini olusturabilirler (Rajewski ve Stella, 1996).

Igerik kompleksinin olusmasi i¢in geometrik uyum, molekiiliin polaritesi ve molar
oran uygun olmalidir. Eger misafir molekiil kaviteden biiyiik ise bosluga yerlesemez ve
kompleks olusmaz. Eger kiigiik ise bosluga girer fakat orada tutunamaz ve kompleks
olusmaz (Arslan, 2012). Normalde 1:1 sitokiyometrik oranda kompleks kurulmasi
beklenirken misafir molekiiliin CD kavitesi ile boyutlarinin uymamasi sonucu bu oran
degistirilerek fakli oranlarda kompleksler olusturulabilir (Sekil 2.10.) (Ak¢akoca ve Atav,
2006).

— —— _~—~~ T
N N V' N
1:1 molar oranli kompleks 1:2 molar oranli kompleks 2:1 molar oranli kompleks

Sekil 2.10. /:1, 1:2 ve 2:1 molar oranlarindaki kompleks konfigiirasyonlart (Arslan, 2012).

CD’lerin kavitesine gegici olarak hapsedilen misafir molekiillerin yapisinda
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6nemli degisiklikler gézlenebilir. Ornegin; molekiiliin 1s1,
15tk ve oksidasyona dayanikliliginin artmasi, molekiilin kotii koku ve tadinin

maskelenmesi gibi (Akg¢akoca ve Atav, 2006).
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2.2.1. Inkliizyon kompleksinin olusumunu etkileyen faktorler
2.2.1.1. Cozelti dinamigi

Cozelti halindeki CD’ler kristal formdaki CD’lere gore kompleks olusturmaya
daha uygundur. Konuk molekiil ¢6zelti halindeyse veya ince partikiil halindeyse
kompleks olusumu daha hizlidir (Cetin, 2014). Cozeltinin sicakligi arttikga kompleks
olusum hiz1 artar (Akgakoca ve Atav, 2006).

2.2.1.2. Sicaklik

Denge halindeki sicaklik, kararlilik ve ¢oziiniirlik agisindan 6nemlidir. Bunun
sebebi sicaklik yiiksekken ¢ozlinilirliigiin artmasi fakat kararliligin azalmasidir. Sicaklik

konuk molekiiliin dayanikliligina gére ayarlanmalidir (Del Valle, 2004).
2.2.1.3. Coziicii kullanimu

Su CD’ler ile inklizyon kompleksi hazirlanmasinda kullanilan en uygun
¢ozlictidiir. Bunun sebebi misafir molekiil ile kolaylikla yer degistirebilmesidir. Fakat
baz1 misafir molekiiller i¢in su iyi bir ¢oziicli degildir. Bu molekiiller i¢in organik bir
¢oziicli kullanilmalidir. Bu organik ¢6ziicii CD ile kolaylikla kompleks olusturabilmeli ve

kolaylikla buharlagsmalidir, etanol, dietileter gibi (Akcakoca ve Atav, 2006).
2.2.1.4. Suyun etkisi

Su miktar arttik¢a misafir molekiil ve CD’lerin ¢oziintirligii artar. Fakat ¢ok fazla
su eklenirse ¢ozelti seyrek bir ¢ozelti olur ve CD ile misafir molekiil birbirlerine temas
edemez. Birbirine temas edemeyen misafir molekiil ve CD arasinda kompleks kurulamaz.

Bu nedenle yeterli miktarda su kullanilmalidir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).
2.2.2. Inkliizyon kompleksi olusturma yontemleri
2.2.2.1. Birlikte ¢oktiirme ile kompleks hazirlama

CD’in sulu ¢ozeltisi karistirilirken misafir molekiil bu ¢ozeltiye eklenir, ¢ozelti
karigtirillarak sogutulur ve kompleksin ¢okmesi saglanir. Kaptan kaba aktarma,

santrifiijleme ve filtreleme ile kompleks ayrilabilir (Numanoglu, 2003).
2.2.2.2. Sulu hamur komplekslesmesi ile kompleks hazirlama

CD %50-60 oraninda kat1 halde suya eklenir ve karistirilir. Sulu faz CD ile

doyurulur. Misafir molekiil ¢ozeltiye eklenir, CD ile kompleks olusturur, kompleks
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kristallendirme yoluyla veya c¢okelti olusturularak ayrilir. Kaptan kaba aktarma,

santrifiijleme ve filtreleme ile kompleks ayrilabilir (Akgakoca ve Atav, 2006).
2.2.2.3. Pasta komplekslesmesi ile kompleks hazirlama

Biiytik bir karistiricr igerisine CD ve az miktarda su eklenip karistirilir. Misafir
molekiil tizerine eklendikce -yapisina bagli olarak bir stire sonra- kompleks olusur, olugsan
kompleks direkt kurutulabilir veya az miktar su ile yikanip filtrasyon veya santrifiij ile

ayrilabilir (Del Valle, 2004).
2.2.2.4. Nemli karistirma ve isitma ile kompleks hazirlama

Cok az su kullanilan bu yontemde CD ve misafir molekiil karistirilir ve kapali bir
konteynira konulur. Konteynir 100°C’ye kadar isitilir ve igindekiler uzaklastirilir.
Eklenen su miktari, 1sitma zamani, karigtirma derecesi misafir molekiile gére belirlenir

(Akgakoca ve Atav, 20006).
2.2.2.5. Ekstriiksiyon yontemi ile kompleks hazirlama

CD, misafir molekiil ve su karistirilir ve ekstriider icerisine alinir. Bu sistemde
karistirma derecesi, 1sitma miktar1 ve siire kontrol edilebilir. Su miktarina bagli olarak
icerik kendi halinde kurumaya birakilabilir veya kurutma i¢in bir firina konulabilir.
Kesintisiz bir prosestir ve ¢ok az su kullanilir. Istya dayanikli misafir molekiiller i¢in

uygundur (Ongar, 2019).
2.2.2.6. Kuru karigtirma ile kompleks hazirlama

Yaglar ve sivi misafir molekiiller i¢in uygun bir yontem olan kuru karistirmada
misafir molekiil ve CD direkt karigtirilir. Yikama islemi gerekmedigi siirece su kullanimi
gerekmez. Oda sicakliginda hazirlanabilir. Sicaklik artarsa pastalasma gozlenebilir ve

karistirma yetersiz kalirsa komplekslesme tamamlanamayabilir (Del Valle, 2004).
2.2.2.7. Liyofilizator yardimiyla kompleks hazirlama

Misafir molekiil bir ¢oziicii yardimiyla ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiye CD’leri de ¢6zen bir
¢oziicii ilave edilir. Molar oranda istenen miktarda CD ilavesi ile denge siiresi boyunca
iyice karistirilir. Bu ¢6zelti -80 °C’de dondurulur ve liyofilizatorde ¢oziicti ugurulduktan

sonra kompleks elde edilir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).
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2.2.3. Komplekslerin kurutulmasi

CD ve misafir molekill, ¢6ziictinin bulundugu bir ortamda kompleks
olusturabiliyorsa kompleks olusturma asamasindan sonra ¢6ziicliniin ortamdan
uzaklagtirilmasi gerekir. Bu kurutma islemi firin, etiiv gibi bir cihaz yardimiyla yiiksek
sicakliklarda yapilabildigi gibi ptiskiirterek, desikatorde veya liyofilizator yardimiyla
dusiik sicakliklarda da yapilabilir. Yiiksek sicaklikta bozulan veya buharlasip kayba
ugrayan misafir molekiiller i¢in diistik sicakliklarda ¢alisilmasi gerekir. Kurutma islemi

misafir molekiile gére se¢ilmeli ve optimize edilmelidir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).

2.2.4. Komplekslesmenin veriminin arttirilmasi

Suda ¢o6ztinen bir polimerin %0,1-%0,25 oranlarinda misafir molekiil-CD
karisimina eklenmesi ile misafir molekiilin sudaki ¢oziiniirliigliniin ve CD ile
komplekslesme veriminin arttigi gézlenmistir. Ayni zamanda polimer eklenmesi ile
maliyeti yliksek CD kullanim1 da azaltilabilir. Bu islem sirasinda karisim otoklavda 120-

140°C’ de 1sitilmalidir (Taneri, 2004).

2.2.5. Inkliizyon kompleksi olusumunun kararhlik sabitleri

CD ve misafir molekiil kompleksinin denge sabiti, misafir molekiiliin
fizikokimyasal degisiminin gostergesidir. Kararlilik sabiti hesaplanmasinda iki tiir

yaklasim vardir. Bunlardan birincisi kinetik yaklasimdir. K1= Olusum hiz sabiti, K2=

Ayrisma hiz sabitidir.
K1
Siklodekstrin + Konuk Molekiil <—— Siklodekstrin - Konuk Kompleksi
K2

Kompleks olusum ve ayrisim hizi ¢ok yavas oldugunda denge sabiti, asagidaki

formiilti yardimiyla hesaplanir (Akgakoca ve Atav, 2006)
Kc = K1/K2 (2.1)

Ikinci yaklasim ise denge yaklasimidir. Oda sicakliginda hizla dengeye gelen
sistemlerin kararlilik sabitleri denge yaklasimi ile hesaplanir (Akgakoca ve Atav, 2006).
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(2.2)

Olusum sabiti: Km:n = x/ [(a — mx)m. (b — nx)n] (2.3)
Ayrisma sabiti: Km:n = [(a — mx)m. (b — nx)n]/x) 2.4)

Reaksiyonun serbest enerjisi AG = —R.T.InK denkleminden faydalanilarak
bulunur. Farkli sicakliklarda hesaplanan denge sabitlerinden faydalanilarak da

reaksiyonun entalpisi Van’t Hoff denklemi ile hesaplanir (Akg¢akoca ve Atav, 2006)

: CQ)_[ AH (T2 — T1) 25)
°6\x1) T[T 2303 Rl TLT2

Bu denklem yardimiyla AH belirlenir. Reaksiyonun entropisi
AG = AH — T.AS (2.6)

formiilt ile bulunur. AG; serbest enerji degisimi, AH; standart entalpi degisimi ve AS;
standart entropi degisimidir. Potansiyometrik ve spektroskopik yontemler kararlilik

sabitlerinin hesaplanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).
2.2.6. Inkliizyon komplekslerinin analiz yontemleri

Kompleks olusumuyla birlikte misafir molekiilde goriilen fizikokimyasal
ozelliklerin degisiminin incelenebilmesi i¢in oncelikle inkliizyon kompleksinin olusup
olugsmadigi incelenmelidir. Analiz i¢in fizikokimyasal ve termodinamik yontemlerden

faydalanilabilir.

2.2.6.1. X isint kirininu

X 1511 kirmnimi yontemi, yalnizca kati haldeki molekiillerin analizinde kullanilir.
Misafir molekiil, CD ve kompleksleri arasinda karsilasgtirma yapilmasi esasina dayanir.
Kompleksin kirtnim modeli, CD ve misafir molekiiliin kirinimindan oldukga farklidir.
Siklikla kullanilan bir yontemdir. Kalitatif teshis i¢in 6nemlidir (Numanoglu, 2003;
Submaraniam vd., 2010).
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X 1ginlar1 kaynaktan belli bir a¢1 ile materyale diistirtiliir. Her maddenin kendine
0zgli yansimast ve pik degeri vardir. Bir dedektor yardimiyla pik degerleri ol¢iiliir.

Kargilagtirma yapilarak kompleks olusumu incelenebilir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).
2.2.6.2. Termal yontemler

CD, misafir molekiil ve inkliizyon kompleksinin her birinin ayri ayri termal
ozelliklerinin incelenmesi esasina dayanir. Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ve
diferansiyal termogravimetrik analiz (DTA) kullanilan termal analiz yontemleridir

(Numanoglu, 2003; Submaraniam vd., 2010).

DSC yonteminde fazlarin doniisiim 1silar1 kantitatif olarak ol¢iiliir (Akc¢akoca ve
Atav, 2006). Numune 1sitilirken, sogutulurken veya sabit bir sicaklikta tutulurken
sogurulan veya saliverilen enerji miktarini 6lger. Bu teknikte, referans ile numuneden
gelen veya uzaklasan 1s1 farki sicakliga veya zamana bagli olarak gosterilir (http-1). DTA

yonteminde ise entalpi degisimleri saptanir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).
2.2.6.3. NMR (Niikleer manyetik rezonans)

Misafir molekiil ve CD’in manyetik alandaki sinyal degisimlerinin incelenmesi ile
etkilesim olan yerler anlasilabilir (Ak¢akoca ve Atav, 2006). NMR spektroskopisi,
elektromanyetik rezonansin 6l¢iimii prensibine dayanir. Inkliizyon komplekslerinin
olustuguna en kesin kanit NMR spektroskopisi ile yapilan analizlerdir. Eger inkliizyon
kompleksi olusmus ise C3 ve C5 deki H atomlari misafir molekiiliin protonlari ile

golgelenir ve yiiksek alana kayma gézlenir (Numanoglu, 2003).
2.2.6.4. Diger spektroskopik yontemler

UV, IR, floresans spektroskopisi yontemleri ile kompleks olusumu incelenebilir.
CD ve misafir molekiil arasindaki etkilesim piklerde meydana gelen degisimler

incelenerek saptanir (Akgakoca ve Atav, 20006).

Infrared spektroskopisi (IR), kati durumdaki CD ve misafir molekiil arasindaki
etkilesmeyi tayin etmek amaciyla kullanilir. Kompleksteki misafir molekiil miktar
%25°ten az ise bantlar CD tarafindan maskelenir. Bu sebeple az bilgilendirici bir

yontemdir (Numanoglu, 2003).
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2.2.6.5. Kromatografik yontemler

Ince tabaka kromatografisi (ITK), yiiksek performansli sivi kromatografisi

(HPLC) kompleks olusumunun dogrulanmasi i¢in kullanilabilir (Numanoglu, 2003).
2.2.6.6. Diger yontemler

Taramali elektron mikroskobisi (SEM), ¢oziinme testleri, iletkenlik Sl¢iimleri de
kompleks olusumunun incelenmesi amaciyla kullanilan analiz yontemleridir

(Numanoglu, 2003).
2.3. Siklodekstrinlerin Kullanim Alanlar:

CD’ler, suda c¢oziinmeyen veya az ¢Ozlinen molekiillerin ¢oztintirliigiinii
arttirabilir, ucucu molekiiller ile kompleks olusturarak uguculugu azaltabilir, kétii koku
ve tad1 maskeleyebilir, tagidig1 misafir molekiiliin kararliligini arttirabilir, s1v1 bilesikleri
toz haline getirebilirler. Bu tstiinliikleri nedeniyle ilag, kozmetik, tarim, ambalaj, tekstil
gibi sektorlerde kullanilmaktadir (Sekil 2.11.) (Tarimei, 2005; Submaraniam vd., 2010;
Arslan, 2012).

1. Siklodekstrin komplekslerinin kimyasi

ml

CD ve tiirevlerinin biyolojik etkileri ve
u2

iiretimi
|3

Analitik kimya

4. Kimyasal ve biyokimyasal islem ve
iiriinlerde kullanimi
5. Pestisit

6. Gida, kozmetik ve Farmasotik alanda

Sekil 2.11. Siklodekstrinlerin kullanim alanlart (Arslan, 2012)

2.3.1. Siklodekstrinlerin kozmetik uygulamalari

Hos kokulu kozmetik formiilasyonlarda aromatik kokunun ¢ozilintirliiglintin
arttirllmasi, kaliciligin arttirilmast hem de formiilasyon kararliliginin arttirilmasi
amaciyla eklenen stabilizor ve yiizey aktif maddeler ciltte tahrise ve 1518a duyarliliga ve
ayrica formiilasyonda bulanikliga sebep olabilmektedir (Numanoglu vd., 2007). Bu veya

bunun gibi durumlart engellemek amaciyla CD’ler kozmetik tasiyici sistemler olarak
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kullanilabilmektedirler. Kozmetik alaninda kullanilmak {izere hem bos CD’ler hem de

inkltizyon bilesikleri hazirlanabilmektedir (Yapar ve Tanriverdi, 2016).

Bos CD’lerin sulu veya alkollii ¢ozeltileri viicuttaki istenmeyen kokulari
maskelemesi amaciyla kullanilabilirler. Bitki ekstreleri, antimikrobik maddeler ile
kompleksleri hazirlanan CD’ler ile ag1z ve ayak kokusunu giderici tirtin formiilasyonlar1
hazirlanabilir. Ciltteki sebumu emme 6zellikleri sayesinde anti akne 6zellik gosterirler ve
cildi temizlerler. Fazla sebumu emme 6zelliklerinden dolay1 cilt bakim {iriinlerinde ve sag
bakim riinlerinde kullanilabilirler. Ayrica yiizey etkin madde kullanilmaksizin
emiilsiyonlarin kararliligimi arttirirlar.  Film tabakasi1 yapabilirler. Bu 6zellikleri
yardimiyla hazirlanmis cold krem ve losyonlar vardir (Tarimcei, 2005). CD’ler nisastanin
aksine mikroorganizmalar i¢in besin dgesi degillerdir. Bu sebeple CD’ler ile hazirlanan

formiilasyonlarda koruyucu orani azaltilabilir (Buschmann ve Schollmeyer, 2002).

Inkliizyon bilesikleri ise sudaki ¢oziiniirliigii arttirmasi, derideki tahrisi azaltmast,
etkin maddenin kararliligini arttirmasi, keskin koku ve ac1 tadi gidermesi ve uzatilmis etki
saglamasi sebebiyle kozmetik alaninda kullanilabilir (Tarimei, 2005; Yapar ve
Tanriverdi, 2016). Inkliizyon bilesiklerinin kozmetik alandaki kullanimina ait 6rnekler

ise asagidaki gibidir;

Bitkisel yaglar, hidrokarbonlar, yag asitleri ve onlarin esterleri, hormonlar ve bazi
vitaminler suda ¢oziinmeyen ve kararliligi diisiik maddelerdir. Bu maddelerin CD ile
kompleksleri  hazirlandiginda suda  ¢oziiniirlikleri ve  kararhliklar1  artar.

Formiilasyonlarda kullanimlar1 kolaylasir (Buschmann ve Schollmeyer, 2002).

UV filtresi olan 2-etilhekzil p-dimetilamino benzoatin hidroksipropil CD ile
kompleksinin hazirlanmasindan sonra kimyasal kararliliginin ve suda ¢6ziinlirltigiiniin

arttig1, deriyi irite edici 6zelliginin ise azaldig1 gozlenmistir (Scalia, 1999).

Glinessiz bronzlagsma saglayan dihidroksi asetonun deri ile temasinda kotii
kokular olugmaktadir. Fakat y-CD ile kompleksi hazirlandiginda istenmeyen kokular

maskelenmektedir (Tarimci, 2005).

Fotoprotektor ve antioksidan bir ajan olan ferulik asit serbest halde iken 1s1, 151k
ve oksijenden etkilenmektedir. Fakat CD kompleksi hazirlandiginda kararliliginin arttigi

ve bozunma {iriinlerinin azaldig1 gézlenmistir (Centini vd., 2007).

CD’lerin kozmetik alanda kullanim amagclar1 Tablo 2.5.’de verilmistir.
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Tablo 2.5. Siklodekstrinlerin kozmetik alanda kullanim amaglar: (Amann ve Dressnandt, 1993,

(Buschmann ve Schollmeyer, 2002; Submaraniam vd, 2010)

1. AKktif bilesiklerin ve ucucu maddelerin stabilizasyonunun saglanmasi

e Is1ve isik ile meydana gelen reaksiyonlarin 6nlenmesi
e  Oksidasyon ve hidrolizin 6nlenmesi
e Diger organik bilesikler ile kimyasal reaksiyonlarin 6nlenmesi

e Buharlagsma ile madde kaybinin 6nlenmesi

2. Lipofilik misafir molekiillerin sudaki ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi

e  Coziintirliigiin arttirilmasi
e  Coziinme hizinin arttirilmasi

e  Organik ¢oziici kullanimmin 6nlenmesi

3. [Istenmeyen 6zelliklerin diizeltilmesi

Hosa gitmeyen koku ve tadin diizeltilmesi

e Deri iritasyonunun énlenmesi

Yiizey etkin madde miktarinin azaltilmasi

Nem c¢ekici 6zelligin azaltilmasi

4. Kullanim kolayhginin saglanmasi

e  Sivi ve yagli maddelerin toz haline doniistiiriilmesi
e Emiilsiyonlarin kararliliginin arttirilmasi

e Viskozitenin diizenlenmesi

5. Kontrollii salimin saglanmasi

e Kozmetik maddelerin kontrollii saliminin saglanmasi

e  Koku verici maddelerin kontrollii saliminin saglanmasi

Cay agaci1 yag1 antimikrobiyal 6zellik gosterir. Saf yag, 151k ve oksijenin olmadigi
ortamda 1 aya kadar dayaniklidir. Yapisindaki terpenik bilesenler oksijen ile reaksiyona
girerek cildi tahris eder. CD kompleksi hazirlanan cay agaci yagi ise 151k ve oksijene karsi
daha dayaniklidir. Ayrica ¢ay agact yagimin antimikrobiyal ve anti inflamatuar 6zelligi de

kompleks olusumuyla birlikte artar (Buschmann ve Schollmeyer, 2002).
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Ag1z bakim tiriinlerinde kullanilan mentoliin ac1 tadinin giderilmesi i¢in B-CD ile
kompleksi hazirlanabilir. Ortam kosullarina dayanikli olmayan A ve E vitamininin
CD’ler ile kompleksi hazirlanarak toz haline getirildigi, bu sayede dayanikliliginin arttigi
gozlenmistir. Cilt rengini agmak amaciyla kullanilan hidrokinon diisiik pH araliginda
kararlidir. CD ile kompleksi hazirlandiginda kararlilig1 ve depigmentasyon 6zelligi artar

(Buschmann ve Schollmeyer, 2002).

Melanin olusumunu engelleyerek deri renginin agilmasini saglayan kojik asidin
¢cOziintirligli azdir ve 1s1iktan kolaylikla etkilenir. Is1 veya 1sik ile bozundugunda rengi
yesilimsi kahverengiye dontigiir. B-CD ile kompleksi hazirlanan kojik asidin
¢cozlinlirliiglintin  dolayisiyla etkinliginin arttifi goézlenmistir. Ayrica kararlilign da

artmistir (Buschmann ve Schollmeyer, 2002).

Salisilik asit keratolitik ve antibakteriyeldir. Kendisinin ve tiirevlerinin sudaki
coziintirligli diistiktiir. CD kompleksinin, salisilik asidin ¢oztiniirliigiinii ve keratolitik
ozelligini arttirdigr ve anti akne Ozelligini iyilestirdigi gozlenmistir (Buschmann ve

Schollmeyer, 2002).

Akne tedavisinde kullanilan retinoik asit suda ¢6ziinmez, hava ve 1s18a duyarlhdir.
B-CD ile kompleksi hazirlandiginda ¢oziintirliigiiniin arttigi, yan etkilerinin azaldigi, anti

akne ve nemlendirici 6zelliginin iyilestigi gozlenmistir (Kilig Sen , 2000).

Retinol UV hasarina ugramis cildi yeniler ve yaslanma karsiti preparatlarin
formiilasyonlarinda kullanilir. Fakat UV 1s181ndan ve oksijenden kolaylikla etkilenir. CD
kompleksi ise daha dayaniklidir. Retinol palmitat ve B-CD kompleksi etkinliginin iyi
oldugu bilinmektedir (Buschmann ve Schollmeyer, 2002).

CD kompleksleri ile deodorant hazirlanirken antimikrobiyal etkinin yaninda
uzamis bir parfiim salimu ile estetigin arttig1 gdzlenmistir. Ayrica esanslarin, yiizey etkin

maddeye gerek duyulmaksizin ¢oziiniirligti artmistir (Tanaka vd., 1996).

Inkliizyon bilesigi yiiksek enerjili bir bariyer olusturarak ucuculugu azaltir ve
uzun siireli koku saglar. Ayrica kotii kokulu merkaptanlarin uguculugunu azaltmasi
sebebiyle de sa¢ bakim iriinlerine eklenebilir (Arslan, 2012). Ugucu yaglarin ve
esanslarin mikroenkapsiilasyonlar1 arasinda en etkili yontem B-CD ile kompleksinin

hazirlanmasidir. Bu kompleks ile uguculugu azaltilarak daha uzun siireli etki elde
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edilebilir (Buschmann & Schollmeyer, 2002). Silika bazli CD’ler, triklosanin

kullanilabilirligini arttirarak dig macunlarinin antimikrobiyal etkinligini arttirmaktadir.

Antiseptik 6zellik gosteren iyodun a-CD ile kompleksi hazirlandiginda oda
sicakliginda 16 ay kalabilecek sekilde kararliliginin artti11, suda ¢oéztintirliiglintin arttigs,
ucuculugunun ise azaldig1 gozlenmistir (Leroy-Lechat vd., 1992; Tomono vd., 2002).
Oksidasyona hassas sag¢ boyalarinin CD ile inkliizyon kompleksi hazirlandiginda raf 6mrii
uzamistir ve klasik boyalara goére kaliciligi artmistir (Duchene vd., 1999). CD ile

hazirlanan kozmetik preparat 6rnekleri Tablo 2.6.’da sunulmustur.

Tablo 2.6. Siklodekstrin ile hazirlanmis kozmetik preparatlar (Duchene vd., 1999, Buschmann ve

Schollmeyer, 2002).

Siklodekstrinin .
Madde Etkisi Uriin
kullanim amaci
Epicutin TT
Cay agac1 yag1 Antimikrobiyal Stabilizasyon
Pickelex
Antibakteriyel Coziiniirlik artist,
Salisilik asit o Lipo CD- SA
Keratolitik iritasyon azalmast
Tokoferol Kozmetik etkin madde Coziiniirliik artigt Luminys Cream
Retinol Anti aging Stabilizasyon Dexol A
Dihidroksi aseton Bronzlastirici Yavas salim Ultrasun Selftan
L-karnitin Anti seliilit Etki artis1 Cellutex Cream
B-CD - Yag absorblama Klorane kuru sampuan
2.4. E Vitamini

E vitamini, ilk kez 1922 yilinda Herbert M. Evans ve Katharine Bishop tarafindan
kesfedilmis ve 1936 yilinda izole edilmistir (Konger, 2006). Bir kromanol halkasi ve
izoprenoid zincirinden olusmaktadir (Al-Salih vd., 2013). Yagda ¢oziinen bir vitamindir.

Insan viicudunda sentezlenemez, bitkisel iiriinlerden ve en ¢ok da tohum ve meyvelerden
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alinir. Derinin biitiin tabakalarinda bulunur. Plazma, membran ve dokulardaki ana
lipofilik antioksidandir. Yaslanma ile birlikte zamanla azalmaktadir. 4 adet tokoferol
formu (a-, B-, y-, 6-) ve 4 adet tokotrineol formu (a-, B-, y-, 8-) mevcuttur (Altiner vd.,
2017; Aktiirk, 2017). Tokoferol ve tokotrineol tiirevlerinin kimyasal yapis1 Sekil 2.12.’de
sunulmustur. E vitamini tokoferol ve tokotrineol tiirevlerinin genel adidir. Tokoferol ise
biyolojik aktiviteye bakilmaksizin mono-, di-, trimetiltokokromanollerin genel tanimidir

ve E vitamini ile es anlaml1 bir terim degildir (Craft, 2016).

Sekil 2.12. Tokoferol ve tokotrineol tiirevlerinin kimyasal yapist (Craft, 2016).

E vitamininin ana antioksidan roliiniin, genel olarak lipit peroksil radikallerini
temizleyerek zincir cogalmasinin durdurulmasi oldugu diisiiniilmektedir. Tokoferoliin ilk
oksidasyon tiriinii, tokofetanlar tarafindan tokoferole indirgenebilen veya tokoferol kinaz
vererek reaksiyona girebilen metastatik tokoferoksil radikalidir. Askorbat ve glutatyon
gibi birkag hidrofilik koantioksidan, E vitaminini tokoferoksil radikalinden yeniden tiretir

ve boylece E vitaminin antioksidan kapasitesini arttirir (Thiele vd., 2005; Tiirsen, 2006).

Deride normal fonksiyonlar sonucunda oksidatif tirlinler agiga cikabilir. Ayrica
stres, yanlis beslenme, UV 1sinlart (UVA: 320-340 nm, UVB: 290-320 nm) gibi faktorler
bu serbest oksijen radikallerinin artmasina neden olabilir. Bu radikaller DNA hasarina ve
hiicre membrani, protein ve lipitler tizerinde hasara neden olur (Baumann ve Spencer,
1999). Fakat viicutta bu radikallerin zararl etkilerini ortadan kaldirmak i¢in enzimatik ve
nonenzimatik antioksidatif savunma mekanizmalar1 mevcuttur. Antioksidan molekiiller,
dort farkli yolla serbest oksijen radikallerini bertaraf ederek antioksidatif 6zellik

gosterirler. Bu yollar:

1. Toplayici etki; serbest oksijen molekiillerini zayif molekiillere dontistiirme,
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2. Bastiric1 etki; oksidan molekiillerde saldirgan yapinin sebebi olan eksik —H

molekiiliinii tamamlama ve aktivitelerini azaltma,

3. Zincir kirict etki; serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirarak

fonksiyonlarini bozma,

4. Onarict etki; serbest oksijen radikallerinin ¢evre dokularda verdigi hasari

onarma seklindedir (Aktiirk, 2017).

Serbest oksijen radikallerinin artmasi durumunda antioksidatif savunma
mekanizmalar1 yeterli olmayacak ve oksidatif stres durumu ortaya ¢ikacaktir. Oksidatif
stresin ise deride yaglanma belirtilerinin artmasi ve cilt hastaliklarinin yayginlagmasina
ve deri kanserlerine neden oldugu bilinmektedir. Iste boyle durumlarda eksojen
antioksidanlarin alinmasi gereklidir. Bu eksojen antioksidanlardan biri de E vitamininin
aktif formu o-TC’dir. o-TC gii¢lii bir antioksidandir ve cilt saglig1 i¢in 6nemlidir (Aktiirk,
2017).

0-TC oda sicakliginda hafif kokulu viskoz bir yapidadir, agik sar1 renktedir. Pratik
olarak suda ¢6zlinmez; alkol, kloroform gibi organik bir ¢6ziiciide ¢oziinebilir (Fiume,
2002). Oksijen ve 1s1k varliginda kararli degildir, sicaklikla bozunma hizi artar, hava ile

temas sonrasi kararir, UV 1sikta dekompoze olur, oksijen ve 151k olmadiginda yiiksek
sicakliklara dayaniklidir (Fiume, 2002). a-TC’nin bazi1 6zellikleri Tablo 2.7.’de, UV

absorbans spektrum ve floresans emisyon spektrumu ise Sekil 2.13.’de verilmistir

(Fiume, 2002; Craft, 2016).
o-TC, antioksidan 6zelligini lipit ve lipit peroksil radikallerine hidrojen vererek

yani bastirict etki seklinde gosterir. a-TC esansiyel bir kofaktordiir ve lipitlerin

oksidasyonunu 6nler (Aktiirk, 2017; Altiner vd., 2017). a-TC kimyasal olarak en aktif
form olmasina ragmen 1518a ve 1siya dayaniksiz olmasi sebebiyle bu haliyle antioksidan
olarak kullanilamaz. Ester formu daha kararlidir fakat daha az antioksidatif 6zellik tasir
(Ozer, 2015). Esterifikasyon fenolik hidroksi grubunda gergeklestiginden, antioksidan
etki azalir (Lautenschlédger, 2011).
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Tablo 2.7. a-TC 'nin bazi ézellikleri (Fiume, 2002).

o-TC
Molekiil agirhg: 430.7 g/mol
Kimyasal formiilii C29H5002
Dansitesi (25 °C) 0.947-0.958
Erime noktasi 3°C
Kaynama noktasi 200-220°C
UV spektrofotometrede absorbansi 290-300 nm

Sekil 2.13. a- TC'un UV absorbans spektrum ve floresans emisyon spektrumu (Craft, 2016).

o-TC asetat, antienflamatuar oOzellik gosterir. Ayrica 0-TC’nin membran
proteinlerini koruyucu ozellik gosterdigi de bilinmektedir. Transdermal su kaybini
Onleyen 0-TC’nin asetat ve linoat formu nemlendirici, giinesten koruyucu ve giines
sonrast bakim yapan {iriinler ve antiaging tiriinler gibi kozmetik ve kozmesatik {iriinlerin
icerisine eklenmektedir (Konger, 2006; Mevlitoglu vd., 2009; Tiirsen, 2006). a-TC ve .-
TC asetat’in kimyasal yapilar1 Sekil 2.14.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.14. a-TC ve a-TC asetat’in kimyasal yapilari (Fiume, 2002).

Dermatolojik olarak da 6nemli olan a-TC, topikal olarak uygulandiginda
transdermal su kaybini azaltir. Stratum Corneum’un hidrasyonunu ve su baglama
kapasitesini arttirir, hiicre yenilenmesini tesvik eder (Lautenschldger, 2011). Cilt
kuruluguna bagl olusan yaslanma belirtilerinin iyilesmesine yardimei olur. Kirisiklik ve
deri piirtizliliiglint azaltir. Protein kinaz C’yi inhibe ederek yaslanma belirtilerinin ortaya
cikmasina neden olan kollojenaz inhibisyonunu azaltir. Ayrica topikal E vitaminin
fotoprotektif ve antikarsinojenik etkileri de vardir (Tiirsen, 2006; Gianeti vd., 2012;
Fiume, 2002).

E vitamini, fotokoruma saglayabilmesi i¢in, tokoferol yapisinin pargalanmasini
Onleyecek diger antioksidanlar ile kombine halde kullanilmalidir (Tirsen, 2006),
(Mevlitoglu vd., 2009). Ornegin, koenzim Q’nun geri doniisiim mekanizmalariyla
tokoferolii fotooksidasyondan koruduguna dair kanitlar vardir. Antioksidan askorbat,
glutatyon ve koenzim Q gibi koantioksidanlarin eksikligi, E vitamininin antioksidan
Ozelliklerini azaltabilir. Nonenzimatik Stratum Corneum antioksidanlarini arastiran bir
dizi ¢alisma, insan cildinde E vitamininin Stratum Corneum ve dermiste baskin olan
fizyolojik bariyer antioksidani oldugunu gostermistir. Bu bulgular, yaslanma belirtileri
gosteren kisilerde, cilt bariyerinin ve st dermisin antioksidan koruma eksikligi
gosterdigini ortaya koymaktadir. UV maruziyetinde, en belirgin oksidatif protein hasarini
gosteren kutanoz bolgelerdir. Buna bagli olarak, E vitamini ve sinerjistik olarak aktif olan
koantioksidanlar, C vitamini gibi antioksidan takviyeler, giines koruyucularinin foto-

koruyucu stratejilerini arttirabilir (Gianeti vd., 2012; Thiele vd., 2005).
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Ayrica antioksidan kombinasyonlarinin kozmetik tirtin igerigine eklenmesi,
tiriintin dayanikliligin artmasma yardimec1 olur ve raf omriinii uzatir. Ornegin E
vitamininin A ve C vitaminleri ile kombinasyonunun kullanilmasi sonucunda serbest
radikal yakalayici, DNA hasarin1 ve keratinosit 6liim hizin1 azaltic1 etkileri artarken

Stratum Corneum’un nemlenmesi de artar ve cilt piirtizliliigli azalir (Gianeti vd., 2012;

Thiele vd., 2005).

Tek basina kullanilan A, E ve C vitaminleri ile bunlarin kombinasyonlariyla
hazirlanan kozmetik {irlinlerin raf Omiirleri karsilastirlldiginda kombinasyonlarin
eklendigi trlintin raf émriintin daha uzun oldugu gézlenmistir. Diger vitaminler ile E
vitamininin tek basina eklendigi tirlinlin raf omrii karsilastirildiginda tokoferol asetat
eklenen {iriiniin raf dmriiniin daha uzun oldugu Tablo 2.8.’de goriilmektedir (Gianeti vd.,

2012).

Tablo 2.8. 4, C ve E vitamin tiirevieri eklenen iiriinlerin raf omrii (Tek baslarina farkli formiilasyonlarda

veya kombinasyon halinde ayni formiilasyonda ilave edildiklerinde) (Gianeti vd., 2012).

Raf Omrii (Giin)
Vitamin Tiirevleri
Yalniz Kombinasyon halinde
Retinil Palmitat 61 120
Askorbil Tetraisopalmitat 173 318
Tokoferil Asetat 757 1116

Antioksidan 6zellikleri veya cilde sagladig1 yararlarin yani sira, topikal E vitamini

uygulamasi ile bazi hastalarda deride nadiren de olsa kontakt dermatit, kasint1 ve dokiintii
gozlenebilir. Bunun sebebi a-TC eklenen iiriiniin, saklama kosullarinin uygun olmamasi

sebebiyle, kolayca okside olmasidir (Baumann ve Spencer, 1999; Cayirli ve Acikgoz,

2013; Tanaydin vd., 2016).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

a-Tokoferol

Rastgele Metillenmis 3 Siklodekstrin (RAMEB)
Hidroksipropil B Siklodekstrin (HPBCD)
Asetonitril

Metanol

Etanol

Détorokloroform (CDCI3)

Sodyum Lauril Stilfat
3.2. Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi
Yatay Calkalayici
Doner Buharlastirict

Derin Dondurucu

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

UV- Spektrofotometre

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
FT-IR

IH-NMR

pH Metre

Viskozimetre

Etiiv 40 °C
4°C Saklama Dolab1
Manyetik Karistiric

Santrifiij

Ultrasonik Banyo
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Fluorochem, Birlesik Krallik
CTD, Inc., ABD

Applichem, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Ohaus E1 2140, ABD

WiseShake SHR-1D, Yeni Zelanda
Biichi R-205, ABD

Liebherr LGEX 3410 Medline,
Isvicre

Shimadzu 20-A, Japonya

Shimadzu, 160-A, Japonya
Shimadzu DSC-60, Japonya

Perkin Elmer Spectrum 2000, ABD
Bruker Ultra Shield CPMAS NMR
500 MHz, Almanya

WTW Profi Lab pH 597, Almanya
Brookfield Reometre DV-III Ultra,
ABD

Niive, EN055/120, Tiirkiye

Liebherr Medline, Isvicre

Wisd  Laboratory  Instruments,
Daihan SMH5-3, Kore

Eppendorf, Centrifuge 5417r, ABD
Elma T470/ H Singen, Almanya



Vortex IKA, Almanya

Liyofilizator Leybold-Heraeus Lyovac GT-2
Germany
SEM Zeiss, Supratm 50 VP, Almanya
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4. YONTEMLER
4.1. Analitik Yontem Validasyonu Calismalar:

Arastirmanin ¢oziintirlik faz diyagrami g¢alismalarinda UV Spektrofotometri
yontemi, o-TC/CD komplekslerindeki kantitatif analizler i¢in Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilmigtir. Yontemlerin uygunlugunu ve elde
edilecek sonuglarin dogruluk ve giivenilirligini verilerle ispatlamak amaciyla, her iki
yontem de Uluslararasi Harmonizasyon Konseyi (ICH) kilavuzlart dogrultusunda

dogrusallik, dogruluk, kesinlik, calisma araligi, secicilik, hassasiyet ve kararlilik

parametreleri degerlendirilmistir ICH Q2B, 1996; ICH Q2A (R2), 2005).

4.1.1. HPLC yontem validasyonu ¢alismalari

0-TC’nin literatiirdeki HPLC ile yapilmis olan c¢alismalari incelenerek,
laboratuvarimizdaki HPLC cihaz ve ekipmani ile 6n denemeler yapilmistir (Gupta vd.,
2013; Scalia vd., 1995; Basyigit vd., 2018). On denemeler ile pik alikonma zamani ve
morfolojisi agisindan uygunluguna karar verilen yontem ile ¢aligmalara devam edilmistir

(Bagyigit vd., 2018) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. a-TC 'nin yiiksek performansli sivi kromatografisi ¢alisma kosullar: (Basyigit vd., 2018).

Cihaz Shimadzu- 20A
Kolon C18 (250mm X 4.6, 5 pm)
Kolon Sicakhig1 30°C
Coziicii Sistemi Metanol/ Asetonitril 95:5 (h/h)
Dedektor Diodearray
Calisilan Dalga Boyu 292 nm
Akis Hizi 1 mL.dk™!
Enjeksiyon Hacmi 20 pL
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4.1.1.1. Dogrusallik

o- TC’un HPLC yonteminde kullanilacak standart egrisinin belirlenmesi

amaciyla, 10 mg o-TC, 10 mL mobil faz (metanol:asetontril 95:5, A/h) igerisinde
¢oziindiiriilerek 1000 pg.mL! konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok
¢ozeltinin mobil faz ile seyreltilmesi ile 100 pg.mL™' konsantrasyonda calisma stogu
hazirlanmistir. Calisma stogundan 15-90 pg.mL™! konsantrasyon araliginda 6 farkli
konsantrasyon (15, 30, 45, 60, 75, 90 pg.mL™) ile ¢alismalar yapilmistir. Hazirlanan
cozeltiler Tablo 4.1.°de belirtilen sartlarda HPLC’ye enjekte edilerek a-TC’nin
konsantrasyonuna karsilik gelen pik alanlar1 bulunmustur. Elde edilen pik alan degerleri
ile ¢ozeltilerin teorik konsantrasyonlar1 kullanilarak regresyon esitligi olusturulmus ve

korelasyon katsayisi hesaplanmistir. Calisma 3 kez tekrarlanmustir.

4.1.1.2. Dogruluk

Dogruluk ¢alismalari i¢in, ¢alisma stogunun mobil faz ile seyreltilmesi ile calisma
araliginin en alt, orta, en {ist konsantrasyonlarindaki (15 pg.mL™, 45 pg.mL"!, 90 pg.mL-
1Y ¢ozeltiler hazirlanmis ve HPLC yontemi ile analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen
pik alanlarmmin regresyon esitligi ile hesaplamalar1 yapilarak, teorik a-TC
konsantrasyonlar1 ile pratik olarak bulunan degerler karsilastirilmis ve yontemin
dogrulugu yiizde geri kazanim olarak hesaplanmistir. Konsantrasyonu bilinen ii¢ farkli

ornek tlizerindeki ¢aligmalar {i¢ kez tekrarlanmustir.
4.1.1.3. Kesinlik

Kesinlik ¢aligmalar1 3 farkli konsantrasyon ile 6 tekrarli olarak 3 farkli giinde
calisilarak gergeklestirilmektedir. Bu amagla a-TC’nin ii¢ farkli konsantrasyonda (15
ng.mL!, 45 pg.mL, 90 pg.mL™") ¢ozeltileri dogruluk ¢alismasinda agiklandigr sekilde
hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Her giin i¢in ayr1 bir ¢alisma stogu hazirlanmais,
elde edilen sonuglar ile yontemin giin-i¢i ve glinler-arast kesinlik degerleri

hesaplanmustir.
4.1.1.4. Calisma aralig

Analitik yontemin dogrusallik, dogruluk ve kesinlik kosullarina sahip oldugunun
gosterilmesi i¢in calisilan aralik, drnegin alt ve iist konsantrasyonlarinin araligidir. Bu

aralik dogrusallik ¢aligmalari ile belirlenmistir.
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4.1.1.5. Hassasiyet

Hassasiyet ¢alismalarinda, sistemin kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en diigiik
derisimi olan LOD degeri asagidaki esitlik (4.1) yardimiyla hesaplanmistir (ICH Q2B,
1996).

3.3xSS
LOD = ¥ 4.1)
m

(SS: y ekseni kesim degerinin standart sapmasi, m: regresyon egrisinin egimi)

Analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin

belirlenebildigi LOQ degeri ise esitlik (4.2) kullanilarak belirlenmistir (ICH Q2B, 1996).

[10 x SS]
LOQ = ——— 42)
m

(SS: y ekseni kesim degerinin standart sapmasi, m: regresyon egrisinin egimi)
4.1.1.6. Secicilik

HPLC analizlerinde kullanilan yontemin, mobil faz ve ¢oziinme hizi ¢alisma
ortaminda o-TC igin segici oldugunu gostermek amaciyla, mobil faz, ¢oziinme hizi
calisma ortami, o-TC’un mobil faz igerisindeki ¢ozeltisi ve o-TC’un ¢dziinme hizi
ortamindaki ¢o6zeltisi HPLC ile ayni sartlarda analiz edilerek kromatogramlari

karsilastirilmistir.
4.1.1.7. Kararlilik

Coziinme hiz1 ¢alisma ortamindaki kararliligi incelemek tizere, 37+0.5 °C’deki
etanol:fosfat tamponu (76:24, h/h, pH 7.4) igerisinde a-TC’un 50 pg.mL’!
konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozelti ayni sicaklikta 1siktan korunarak
bekletilmis ve belirli zaman araliklarinda (1, 2, 4, 8, 12, 24 ve 48. saat) HPLC ile analiz
edilerek konsantrasyondaki olasi degisimler takip edilmistir. Calisma ti¢ kez tekrar

edilmistir.
4.1.2. UV Spektrofotometri yontem validasyonu calismalari

UV Spektrofotometre ile validasyon c¢alismalarina baslamadan once, CD

komplekslerini hazirlamay1 planladigimiz 2:1 A/h oraninda etanol:su igeren ¢oziicii
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ortaminda o-TC’un UV spektrumunu alarak, analizlerin yapilacagi maksimum dalga
boyu (Amaks) belirlenmistir. UV Spektrofotometri yonteminin validasyon ¢aligmalarinda,
ICH kilavuzlart dogrultusunda dogrusallik, dogruluk, kesinlik, ¢alisma aralig1, secicilik

ve hassasiyet parametreleri degerlendirilmistir (ICH Q2B, 1996; ICH Q2A (R2), 2005).

4.1.2.1. Dogrusallik

o-TC’nin UV Spektrofotometri yonteminde kullanilacak standart egrisinin

belirlenmesi amaciyla, 12 mg o-TC 12 mL etanol:su 2:1 (h/h) ¢Oziicli ortaminda
¢oziindiiriilerek konsantrasyonu 1000 pg.mL™! olan stok ¢ozelti elde edilmistir.
Hazirlanan stok ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak 20-120 pg.mL™' konsantrasyon
araliginda 6 farkli konsantrasyon (20, 40, 60, 80, 100, 120 pg.mL™) hazirlanmstir.
Hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslart Amaks olarak belirlenen 292 nm’de ¢6ziiciiye karsi
Ol¢tilmiistiir. -TC konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak
regresyon esitligi olusturulmus ve korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Calisma 3 kez

tekrarlanmistir.
4.1.2.2. Dogruluk

Dogruluk calismalart i¢in, stok ¢ozeltinin ¢oziicii (2:1, etanol:su, h/h) ile
seyreltilmesi ile ¢alisma araliinin en alt, orta, en tist konsantrasyonlarindaki (20 pg.mL-
160 ng.mL!, 120 ng.mL") ¢ozeltiler hazirlanmis ve UV Spektrofotometre ile 292 nm’de
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Olgiilen absorbans degerlerinin regresyon esitligi ile
hesaplamalar1 yapilarak, teorik 0-TC konsantrasyonlari ile pratik olarak bulunan degerler

karsilastirilmis ve yontemin dogrulugu yilizde geri kazanim olarak hesaplanmistir.

Calismalar alt1 kez tekrarlanmistir.

4.1.2.3. Kesinlik

Kesinlik ¢alismalar1 i¢in 0-TC’nin ti¢ farkli konsantrasyondaki (20 ug.mL!, 60
pg.mL!, 120 pg.mL™") ¢ozeltileri, stok ¢ozeltiden hareketle dogruluk calismasinda
aciklandig1 sekilde hazirlanmis ve UV spektrofotometre ile 292 nm’de absorbanslari
Olctilmiistiir. Her giin icin ayr bir ¢alisma stogu hazirlanmis, elde edilen sonuglar ile
yOntemin giin-i¢i ve giinler-arasi kesinligini gosteren RSD degerleri hesaplanmistir.

Calismalar 3 ayr1 giin i¢in her bir konsantrasyonda 6 tekrarli yapilmistir (k=3, n=6).
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4.1.2.4. Calisma aralig1

UV Spektrofotometrik yontemin dogrusallik, dogruluk ve kesinlik kosullarina
sahip oldugunun gosterilmesinde kullanilan en alt ve en {ist konsantrasyonlar (20-120

pg.mL) calisma araligidir.

4.1.2.5. Hassasiyet

0o-TC’nin uv Spektrofotometrik miktar tayininin hassasiyet

degerlendirmelerinde, LOD ve LOQ degerleri, HPLC y6ntem validasyonu béliimiinde
sunulan ilgili esitlikler (4.1 ve 4.2) yardimiyla hesaplanmistir (ICH Q2B, 1996).

4.1.2.6. Secicilik

0o-TC 292 nm dalga boyunda maksimum absorbans géstermektedir. HPBCD ve
RAMERB’in bu dalga boyunda o-TC ile girisim yapip yapmadiginin gosterilmesi ve
yoOntemin segiciliginin belirlenmesi i¢in, etanol:su (2:1, 4/h) ¢6ziicii sistemi igerisinde saf
a-TC, sat HPBCD, saf RAMERB’in belirli konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri hazirlanmig ve

UV spektrofotometre ile spektrumlar1 alinmistir.
4.2. a-Tokoferol ile Yapilan Calismalar
4.2.1. Coziiniirliik tayini

0-TC’nin saf sudaki ¢6ziliniirliigiiniin saptanabilmesi i¢in, balonjojelere konulan

saf su tizerine 0-TC’nin asir1 miktar1 konulmus ve oda sicakliginda 1 giin manyetik
karistiricida 100 rpm’de karistirilmistir. Bu siire sonunda 0.45 um por ¢apina sahip PTFE
filtreden siiziilerek alinan ornekler HPLC cihazi ile analiz edilmis ve suda hig
coziinmedigi tespit edilmistir. Bunun tizerine suya %1 konsantrasyonda sodyum lauril
silfat (SLS) eklenerek calisma aymi sekilde yeniden yapilmistir. Deney iic kez

tekrarlanmistir.

4.2.2. Termal analiz

~4 mg agirhigindaki o-TC’nin termal analizi diferansiyel taramali kalorimetri

(DSC) cihaz1 kullanilarak, basing yardimiyla kapatilmis aliiminyum 6rnek kabinda, 40
mL.dk! azot gazi akis hiz1, 10°C.dk™! 1s1 artis1 ile 30-300°C araliginda aliiminyum

referansa karg1 gerceklestirilmis ve maddenin termogrami elde edilmistir.
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4.2.3. FT-IR Analizi

0-TC’nin Fourier dontistimlii infrared spektroskopisi (FT-IR) analizi, 4000-400
cm’! dalga boyu araliginda, potasyum bromiir (KBr) ile hazirlanan diski kullanilarak
gerceklestirilmistir.

4.2.4. '"H-NMR Analizi

0-TC’nin 'H-NMR analizi 25°C’de, ¢oziicii olarak dotorokloroform (CDCIs)

kullanilarak yapilmustir.
4.3. a-Tokoferol/Siklodekstrin Komplekslerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

4.3.1. Coziiniirliik faz diyagramlarinin ve komplekslesme oranlarinin belirlenmesi

Cozintirlik faz diyagrami1 c¢alismalarinda kullanilacak denge stiresinin
belirlenmesi amaciyla saf su icerisinde belirli konsantrasyonlarda HPBCD ve RAMEB
iceren ¢Ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢o6zeltilere asirt miktarlarda o-TC ilave
edilerek 225 vurus/dakika hiz ile yatay calkalayicida i1siktan korunarak calkalamaya
birakilmistir. 24 saat araliklarla 7 giin boyunca her bir ¢dzeltiden alinan 6rnekler 0,45 pm
por ¢apina sahip PTFE filtreden siiziilerek HPLC ile analiz edilmis ve ¢6ziintirlitk

artisinin tamamlandigi 3. giin denge siiresi olarak tespit edilmistir.

Denge siiresi belirlendikten sonra, 2:1 etanol:su (h/h) ¢oziici sisteminde
hazirlanmis artan konsantrasyonlardaki (0-30 mM) HPBCD ve RAMEB ¢ozeltileri
icerisine 0-TC’nin agir1 miktar1 eklenerek denge siiresince (3 giin) yatay calkalayicida
225 vurug/dakika hiz ile ¢alkalanmistir. Fotokimyasal bozunmanin 6nlenmesi i¢in, tiipler
calkalama sirasinda aliiminyum folyo ile sarilmistir. Siirenin sonunda ¢6zeltiler 0,45 um
por ¢apina sahip PTFE filtreden siiziilmiis, elde edilen stiziintii 1/10 oraninda seyreltilerek
UV spektrofotometrede absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri
ve daha 6nceden 2:1 etanol:su (4/h) ortaminda olusturulan regresyon esitligi kullanilarak
miktar tayini yapilmistir. Calisma her iki CD ve ¢aligilan tiim konsantrasyonlar i¢in 6 kez

tekrarlanmistir (Demirel vd., 2006).

CD konsantrasyonlarina karsilik a-TC konsantrasyonlarina ait degerlerin grafige

gecirilmesi ile olusturulan diyagramlar yardimiyla faz diyagram tipleri belirlenmis,
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Higuchi esitligine gore kompleks olusturma oranlari ve Esitlik 4.3 ile kararlilik sabitleri

(K¢) hesaplanmistir (Higuchi ve Connors, 1965; Atac vd., 2016; Del Valle, 2004).
K¢ =egim / kesigim (1 — egim) 4.3)
4.3.2. Inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasi

o-TC ve CD igeren kompleksler ¢oziintirliik faz diyagrami ¢alismalarinda

belirlenen Ar tipi nedeniyle 1:1 etkin madde:CD molar orani kullanilarak dondurarak

kurutma yontemi ile hazirlanmistir.

o-TC/HPBCD kompleksinin hazirlanabilmesi i¢in 100 mg o-TC tartilarak, 78 mL
etanol:su (2:1, A/h ) karisiminda ¢dziindiirtilmustiir. Elde edilen berrak ¢6zelti manyetik
karistiricida karistirilirken tizerine, 1:1 molar oranina karsilik gelen 338,98 mg HPBCD
eklenmigtir. Karigim denge sliresince yatay calkalayici ile 225 vurus/dakika hizla 1siktan
korunarak calkalanmistir. Siirenin sonunda ¢dzelti derin dondurucuya alinarak -80 °C de
1 giin bekletilerek dondurulmustur. Ertesi giin donmus olan ¢ozeltiler, 6nceden -80 °C’ye
sogutulan liyofilizatdre erimeden konulmus ve kompleksler kuru toz formda elde
edilmistir (Giileg ve Demirel, 2016). Kompleksler karakterizasyon g¢alismalarinda

kullanilincaya kadar desikatdrde agzi siki kapali kaplarda 1siktan uzakta bekletilmistir.

0o-TC/RAMEB kompleksinin hazirlanabilmesi i¢in de100 mg a-TC tartilmig ve 78
mL etanol:su (2:1, A/h) karisiminda ¢oziindiirilmistiir. Bu ¢ozelti de manyetik
karistiricida karistirilirken {izerine 1:1 molar oranina karsilik gelen 304,62 mg RAMEB
eklenmistir. HPBCD kompleksi i¢in yukarida anlatilan basamaklar ayni sekilde
gercgeklestirilerek liyofilizasyon ile kuru toz formdaki kompleksler elde edilmis ve

analizlere kadar desikatorde saklanmustir.
4.3.3. Inkliizyon kompleksleri iizerinde yapilan calismalar

4.3.3.1. Sudaki ¢coziiniirliik calismalart

Komplekslesme sonrasinda o-TC’nin ¢ozuniirliigiindeki artisin tespiti igin,

HPBCD ve RAMERB ile hazirlanan komplekslerin asir1 miktarlar1 %1 SLS igeren saf su
icerisine konulmug ve oda sicakliginda 1 giin manyetik karistiricida 100 rpm’de

karistirilmistir. Bu siire sonunda 0.45 pm por ¢apina sahip PTFE filtreden siiziilerek
alman oOrnekler HPLC cihaz1 ile analiz edilmis ve ¢6zlinen ao-TC miktarlar

hesaplanmistir. Deneyler her bir kompleks igin ticer kez tekrarlanmustir.
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4.3.3.2. Morfolojik analiz

Saf CD’ler ve bu CD’ler ile hazirlanan CD komplekslerinin morfolojik
Ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in, numunelerin fotograflar1 farkli biiytitmelerle 3kV
voltaj ile taramali elektron mikroskobu (SEM, Zeiss, Supratm 50 VP, Almanya)

kullanilarak ¢ekilmistir.
4.3.3.3. Termal analiz

Etkin madde, saf CD’ler, etkin madde/CD fiziksel karisimlarinin ve hazirlanan
komplekslerin termal davraniglarini belirlemek tizere diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) kullanilmigtir. Her bir 6rnek basing yardimiyla kapatilmis altiminyum 6rnek
kabinda, 40 mL.dk! azot gazi akis iz, 10°C.dk! 1s1 artis1 ile 30-300°C araliginda

aliminyum referansa karsi analiz edilmis ve 6rneklere ait termogramlar elde edilmistir.
4.3.3.4. FT-IR analizi

Etkin madde, saf CD’ler, etkin madde/CD fiziksel karisimlarinin ve hazirlanan
komplekslerin FT-IR analizi, 4000-400 cm™ dalga boyu aralifinda, potasyum bromiir
(KBr) ile hazirlanan diski kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

4.3.3.5. IH-NMR analizi

o-TC, saf CD’ler, etkin madde/CD fiziksel karisimlarinin ve hazirlanan
komplekslerin 'H-NMR analizi 25°C’de, ¢oziicii olarak détorokloroform (CDCIs)
kullanilarak yapilmistir. '"H-NMR sonuglarina gore protonlardaki kimyasal kaymalar

(AS) Esitlik 4.4.°e gore degerlendirilerek ilag:CD etkilesmesinin kuvveti arastirilmistir.
A6=6(Kompleks)—5(Serbest) 4.4.)
4.3.3.6. Enkapsiilasyon etkinligi

Hazirlanan komplekslerde enkapstilasyon etkinligi (EE) nin tespit edilmesi i¢in, 1
mL mobil faz icerisinde 3 mg kompleks ¢oziindiiriilmiis, elde edilen ¢ozelti 1:10 oraninda
mobil faz ile seyreltilerek HPLC cihazinda miktar tayini gerceklestirilmistir. Miktar
tayini ile elde edilen sonuglar ve Esitlik 4.5. kullanilarak EE hesaplanmistir (Das vd.,
2010; Gupta vd., 2010). Ayn1 calismalar her iki kompleks i¢in ticer kez yapilmistir.
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Enkapsilasyon etkinligi (%) (4.5)

= [(Enkapsiile edilen etkin madde miktart): (Formilasyondaki etkin madde miktart)] x 100

4.3.3.7. Coziinme hizi calismalar: ve ¢oziinme profillerinin benzerligi

CD komplekslerinin in vitro ilag salim 6zellikleri, modifiye edilmis bir diyaliz
torbasi difiizyon yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Al-Heibshy vd., 2020). 34 mg
0o-TC’e esdeger miktarda o-TC iceren CD kompleksleri alt tarafi baglanmis silindirik
diyaliz membran (10 kDa MWCO) igerisine 1 mL ¢6ziinme ortami ve manyetik balik ile
birlikte yerlestirilmis, membran tstten sikica baglanarak diyaliz torbasi hazirlanmistir.
Diyaliz torbasi 50 mL etanol:fosfat tamponu (76:24, h/h) (pH 7.4) igeren bir behere
konulmustur (Ying vd., 2017). Calisma 37°C+0.5°C’de 100 rpmlik manyetik bir
karistirma hiz1 ile gergeklestirilmistir. 1 mL ornekler 6nceden belirlenmis zaman
araliklarinda (1, 4, 8, 12, 20, 24, 30, 36, 46 ve 48 saat) alinmis ve sink kosullarini korumak
icin ayn1 miktarda taze ortamla degistirilmistir. Numuneler valide edilmis HPLC y6ntemi

ile analiz edilmistir. Calisma ti¢ kez tekrar edilmistir.

Coztinme profillerinin istatistiksel olarak benzerliginin belirlenmesi i¢in, fl (fark
faktorii) ve 2 (benzerlik faktorii) olarak adlandirilan ve resmi otoriteler tarafindan kabul
edilen iki yontem bulunmaktadir (Shah vd., 1998). DDSolver yazilim programi ile
asagidaki Esitlik 4.6. kullanilarak CD komplekslerinin ¢6ztinme hizi profillerinin
benzerlik faktorii degerlendirilmistir (Zhang vd., 2010)

-1
£, =50 log {(Jl +% i (Re + Tt)2> X 100} (4.6)

4.3.3.8. Antioksidan aktivite

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), organik c¢oziiciiler icinde serbest radikal
tireten siddetli renk veren nitrojen radikalidir. Antioksidan taratindan DPPH serbest
radikaline proton transferi reaksiyonu, 517 nm’ de DPPH ’tan kaynaklanan mor rengin

absorbansinin azalmasina neden olmaktadir (Carmona-Jiménez vd., 2016). CD
kompleksleri ve saf a-TC’nin antioksidan aktiviteleri, DPPH radikaline yonelik siiptiriicii

aktivitenin tespiti ile UV spektrofotometrede ¢alisilmistir (Kumari vd., 2010).
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DPPH testi i¢in; 11.2896 mg DPPH radikali 150 mL etanolde ¢oziindiiriilmiis ve
DPPH stok ¢o6zeltisi (0.2 mM) hazirlanmistir. 5 mg saf o-TC ve 5 mg a-TC iceren
miktarlarda kompleksler ayr1 ayr1 tartilarak 25 mL etanolde ¢6ziindiirilmiis ve
komplekslere ait stok ¢ozeltiler (200 pg.mL™!) hazirlanmistir. DPPH stok ¢ozeltisi, a-TC
iceren stok ¢ozeltileri ve etanol hesaplanan hacimlerde karistirilarak 6 farkli
konsantrasyonda (1.25, 2.5, 5, 15, 25, 50 ug.mL™") a-TC iceren karisimlar Tablo 4.2.’de

belirtilen sekilde hazirlanmistir.

Tablo 4.2. Antioksidan aktivite ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltilere ait karigimlar

200 pg.mL!
0.2 mM DPPH stok konsantrasyonda o~
0-TC konsantrasyonu Etanol (uL)
(ug.mL™") cozeltisi (mL) TC iceren stok
cozeltisi (L)
1.25 2 25 1975
2.5 2 50 1950
5 2 100 1900
15 2 300 1700
25 2 500 1500
50 2 1000 1000

Oncelikle etanole karst DPPH:etanol (1:1, 4/h) ¢6zeltisinin absorbansi 517 nm’de
okunarak Ao kaydedilmistir. Tablo 4.2.”deki hacimlerde karistirilan ¢ozeltiler vorteksle

karistirildiktan sonra karanlik bir ortamda 30 dk bekletilmis ve siirenin sonunda 517
nm’deki absorbanslar1 ¢oziicliye karst okunmustur. Ayni ¢alisma a-TC, a-TC igeren
kompleksler (a-TC/HPBCD kompleksi ve o-TC/RAMEB kompleks) icin ayri ayri
yapilarak, ¢alismalar ticer kez tekrarlanmistir. UV-spektrofotometre ile elde edilen

absorbanslar ve Esitlik 4.7. kullanilarak DPPH absorbansindaki azalmaya bagl olarak
antioksidan aktiviteler hesaplanmistir (Wu vd., 2008).
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inhibisyon(%) = [(Ao — A1): (A0)] X 100 4.7)

Ao; ayni kosullarda hazirlanan standardin absorbansi, A; 6rneklerin absorbansidir.

4.3.3.9. Kararlilik calismalari

15 mg saf a-TC ve ayni1 miktarda a-TC igeren a-TC:HPBCD ve a-TC:RAMEB
kompleksleri ayr1 ayr tartilarak etanolde ¢6ziindiirtilmiis ve bilinen konsantrasyondaki
cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin HPLC ile analizleri yapilarak baslangig
konsantrasyonlar1 pratik olarak hesaplanmigtir. Cozeltiler 2-8°C buzdolabi, 25°C
karanlik, 25°C giin 15181, 40°C karanlik ortamlarinda bekletilerek, 12. Giin, 20. Giin ve 1.
Ay sonunda 6rneklerin HPLC cihazinda miktar tayinleri tekrarlanmigtir. Caligmalar her
bir ortamda 3 farkli 6rnek iizerinden yiiriitiilerek sonug¢larin ortalama ve standart hata

degerleri hesaplanmuistir.
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5. BULGULAR

5.1. Analitik Yontem Validasyonu Calismalar:
5.1.1. HPLC yontem validasyonu ¢alismalar:
5.1.1.1. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalliginin kanitlanabilmesi icin determinasyon

katsayisinin 0,999“dan yiiksek olmasi gerekmektedir (ICH Q2B, 1996; ICH Q2A(R2),
2005). a-TC’nin mobil faz (metanol:asetonitril, 95:5, h/h) igerisinde esit aralikli alt1 farkl

konsantrasyonda hazirlanan ii¢ seri ¢ozeltisiyle yapilan HPLC analizleriyle elde edilen
korelasyon katsayisi, calisilan konsantrasyon araliginda yontemin dogrusal oldugunu
gostermistir. Mobil faz ortaminda HPLC ile yapilan dogrusallik ¢alismasina ait standart
egri Sekil 5.1.°de verilmistir.

1000000
900000
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0
0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon [pug.mL!]

y=9205,20x-12584,93
R’=0,9999

Alan

Sekil 5.1. HPLC yontemi ile yapilan dogrusallik ¢aligmasina ait standart egri (n=3, +SH)

5.1.1.2. Dogruluk

Dogruluk i¢in yilizde geri kazanim degerlerinin kabul edildigi aralik + %2’dir
(ICH Q2A(R2), 2005). Mobil faz ortaminda HPLC yontemi ile yapilan dogruluk
calismalarinda, ¢aligma araliinin en alt, orta, en iist konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen
ortalama yiizde geri kazanim ve standart hata degerleri Tablo 5.1.’de verilmigtir. Elde

edilen bulgulara gore analitik yontemin dogruluk degerinin uygun oldugu gosterilmistir.
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Tablo 5.1. HPLC yontemi ile elde edilen dogruluk degerleri (n=3, +SH)

Teorik 0-TC konsantrasyonu | Pratik 0-TC konsantrasyonu % Geri kazanm
(ngmL ™) (ng-mL )
15 14,90 + 0,13 99,33 + 0,87
45 4529+0,22 100,64 + 0,73
90 90,29 + 0,40 100,33+ 0,44
5.1.1.3. Kesinlik

ICH’e gore analitik yontemin kesinligi ile ilgili tekrarlanabilirlik (giin-i¢i) ve
tekrar elde edilebilirlik (gilinler-arasi) 6l¢limlerinin degerlendirildigi ¢alismalarda, %
rolatif standart sapma (RSD) degerleri 2’nin altinda ise kullanilan yontemin kesinligi
kanitlanabilir (Q2A(R2), 2005). Literatiir ayrica tekrarlanabilirlik i¢in maksimum % 3,
tekrar elde edilebilirlik i¢in maksimum % 5 degerini de vermektedir (Shabir, 2003).
Kesinlik ¢aligmasina ait analizler farkl ti¢ giinde, {i¢ konsantrasyonda (15, 45, 90 pg.mL"

1 yapilmis ve bulunan RSD degerleri Tablo 5.2.’de verilmistir.

Tablo 5.2. HPLC ydntemi ile elde edilen RSD degerleri (k=3, n=6)

a-TC
Giin-ici Giinler-arasi
konsantrasyonu (pg.mL")
15 1,21 1,38
45 1,36 4,79
90 0,28 5,73

Dogrusallik, dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinin sonuglarina gére 15-90 pg.mL!

konsantrasyon araligi analitik yontemin ¢alisma aralig1 olarak tespit edilmistir.
5.1.1.4. Hassasiyet

Kullanilan analitik yontemin, derisimdeki kii¢iik degisimleri saptama kapasitesi
ve diisiik konsantrasyonlar1 saptama yetenegini belirlemek i¢in, LOD ve LOQ degerleri
belirlenmistir. Esitlik 4.1 kullamlarak hesaplanan LOD degeri 1,54 pg.mL !, esitlik 4.2
kullanilarak hesaplanan LOQ degeri ise 4,68 pg.mL ! olarak bulunmustur.
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5.1.1.5. Secicilik

Mobil fazdan, analiz yapilan ¢6ziinme hiz1 ortamindan kaynakli herhangi bir pikin
etkin madde piki ile girisim yapmadigini gostermek amaciyla segicilik c¢aligmalari
yapilmistir. Bu ¢aligsmalarda mobil faz, ¢6ziinme hizi ¢alisma ortami, a-TC un mobil faz
icerisindeki ¢ozeltisi ve a-TC’un ¢6zlinme hizi ortamindaki ¢6zeltisi HPLC ile analiz
edilerek kromatogramlart alinmistir. Analitik yontemin segiciligini  gosteren

kromatogramlar Sekil 5.2.’de verilmistir.
5.1.1.6. Kararlilhik

Etkin maddenin ¢6ziinme hizi ¢aligmasinin yapildigi ortaminda kararlilig
arastirilmustir. pH 7,4 etanol:fosfat tamponu (76:24, h/h) ile 50 pg.mL™! konsantrasyonda
hazirlanan c¢ozeltiler, 37£0.5 °C’de ¢6ziinme hizinin takip edildigi siire (48 saat)
bekletilmis, belirli zaman araliklarinda HPLC ile 6l¢iilen konsantrasyonlar ile elde edilen

sonuclar Tablo 5.3.’de verilmistir.

Tablo 5.3. a-TC 'nin etanol.fosfat tamponundaki kararlilik ¢alismasmna ait sonuglar (n=3)

Zaman C (ng.mL") + SH % Geri kazanim + SH
Baslangic 50,81+0,15 101,62+0,31

1. Saat 50,91+0,49 101,83+0,98

2. Saat 50,81+1,20 101,62+2,40

4. Saat 50,92+0,72 101,85+1,44

8. Saat 51,45+0,59 102,90+1,17

12. Saat 50,55+1,22 101,09+2,44

24. Saat 51,10+0,92 102,19+1,84

48. Saat 50,73+1,16 101,47+2,32
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Sekil 5.2. HPLC yonteminin secicilik ¢calismasina ait kromatogramlar
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5.1.2. UV Spektrofotometri yontem validasyonu ¢calismalar:
5.1.2.1. Dogrusallik

Cozuntrlik faz diyagrami ¢alismalarinda kullanilan ¢dziicli ortami (etanol:su,
2:1, h/h) igerisinde 0.-TC’nin esit aralikli alt1 farkli konsantrasyonda hazirlanan ti¢ seri

cozeltisiyle yapilan UV Spektrofotometri analizleriyle elde edilen absorbans degerleri ile
calisilan konsantrasyon araliginda yontemin dogrusalligi gosterilmistir. Etanol:su (2:1,
h/h) ortaminda UV spektrofotometre ile yapilan dogrusallik ¢calismasina ait standart egri

ve dogru denklemi Sekil 5.3.’de verilmistir.

y=0,00718x + 0

| R?=0,9993
~ 08
<
72}
g
806
—
2
e
<04
0,2
0
0 20 40 60 80 100 120 140

Konsantrasyon [pg.mL!]

Sekil 5.3. UV-spektrofotometri yontemi ile yapilan dogrusallik ¢alismasina ait standart egri (n=3, £SH)

5.1.2.2. Dogruluk

Etanol:su (2:1, h/h) ortaminda UV spektrofotometri yontemi ile yapilan dogruluk
calismalarinda, calisma araliginin en alt, orta, en iist konsantrasyonlar1 i¢in olgiilen
absorbanslar ve regresyon esitligi ile elde edilen ortalama yiizde geri kazanim ve standart

hata degerleri Tablo 5.4.’de verilmistir.
5.1.2.3. Kesinlik

Kesinlik ¢caligsmasina ait analizler farkli ti¢ giinde, {i¢ konsantrasyonda (20, 60, 120

pg.mL™) yapilmis ve bulunan RSD degerleri Tablo 5.5.”de verilmistir.
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Tablo 5.4. UV spektrofotometri yontemi ile elde edilen dogruluk degerleri (n=3, +SH)

Teorik O-TC konsantrasyonu Pratik O-TC konsantrasyonu
% Geri kazanim
(ng-mL ™) (ng-mL )
20 20,01 +0,93 100,05 + 4,65
60 59,89 + 1,53 99,81 £ 2,55
120 119,92 £2,43 99,93 + 2,03

Tablo 5.5. UV spektrofotometri yontemi ile elde edilen RSD degerleri (k=3, n=6)

0-TC konsantrasyonu
Giin-ici Giinler-arasi
(ng-mL™)
20 2,63 5,31
60 3,01 3,83
120 0,83 5,6

Dogrusallik, dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinin sonuglarina gére 20-120 pg.mL"

! konsantrasyon aralig1 analitik yontemin ¢alisma araligi olarak tespit edilmistir.
5.1.2.4. Hassasiyet

UV spektrofotometre sonuglarina gore Esitlik 4.1 kullanilarak hesaplanan LOD
degeri 1,47 pg.mL !, Esitlik 4.2 kullanilarak hesaplanan LOQ degeri ise 4,44 pg.mL !

olarak bulunmustur.
5.1.2.5. Secicilik

Saf HPBCD, saf RAMEB’den kaynakli herhangi bir pikin etkin madde piki (292
nm) ile girisim yapmadigini gostermek amaciyla segicilik c¢alismalar1 yapilmistir. Bu
calismalarda ¢6ziicii sistemi (etanol:su, 2:1, 4/h) igerisindeki a-TC, HPBCD, RAMEB’in
tek basina ve a-TC ile HPBCD’in, a-TC ile RAMEB’in bir arada bulundugu ¢ozeltilerin

UV spektrofotometre ile spektrumlart alinmistir. UV  spektrofotmetri yonteminin

seciciligini gosteren spektrumlar Sekil 5.4.’de verilmistir.
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Sekil 5.4. UV spektrofotometri yonteminin segicilik ¢alismasina ait spektrumlar
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5.2. a-Tokoferol ile Yapilan Calismalar
5.2.1. Coziiniirliik tayini
CD ile komplekslesme sonrast 0-TC’nin ¢6ziiniirliiglindeki artisi tespit igin saf -

TC ile yapilan ¢alismada, a-TC’nin %1 oraninda SLS igeren saf su ortaminda oda

sicakligindaki ¢oziiniirlik degeri 7,74+3,08 pg.mL™ (ort £ SH) olarak bulunmustur
(n=3).

5.2.2. Termal analiz

Komplekslesme sonrasi referans olarak kullanilmak tizere, saf a-TC’nin termal

analizi 30-300°C araliginda DSC ile aliiminyum referansa karst gerceklestirilmis ve

termogram Sekil 5.5.’te sunulmustur.

Sekil 5.5. Saf a-TC 'nin DSC analizine ait termogram
5.2.3. FT-IR Analizi

CD’ler ile komplekslesme sonrasindaki degisimleri izlemek amaciyla yapilan

analiz ile elde edilen a-TC’e ait FT-IR spektrumu Sekil 5.6.’da sunulmustur.
5.2.4. '"H-NMR Analizi

HPBCD ve RAMEB kompleksleri ile saf a-TC’yi karsilastirmak icin yapilan saf

0-TC’nin "H-NMR analizi ile alinan spektrum Sekil 5.7.’de sunulmustur.
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Sekil 5.6. Saf a-TC nin FT-IR analizine ait spektrum

Sekil 5.7. Saf a-TC ’nin 'H-NMR analizine ait spektrum
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5.3. a-Tokoferol/Siklodekstrin Komplekslerinin Degerlendirilmesi
5.3.1. Coziiniirliik faz ¢calismalari

0-30 mM konsantrasyon araliginda CD igeren sulu ¢ozeltilere a-TC’nin asiri

miktarlarinin ilavesinden sonra denge siiresince ¢alkalama ile elde edilen ¢6ziiniirliik faz

diyagramlar1 Sekil 5.8. ve Sekil 5.9.’da gosterilmistir.

0,3
y=0,0056x + 0,0677 r2=0,9907
0,25

0,2

0,15

0-TC [mM]

0,1

0,05

0 5 10 15 20 25 30 35
HPBCD [mM]

Sekil 5.8. a-TC:HPBCD c¢oziiniirliik faz diyagrami (n=6, +SH)

0,14
y=0,0019x + 0,0458 r>=0,9866
0,12

o
—

0o-TC [mM]
=
(e}
[oe]

RAMEB [mM]

Sekil 5.9. a~-TC:RAMEB ¢oziiniirliik faz diyagrami (n=6, +SH)
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Sekil 5.8. ve 5.9.’daki sonuglardan her iki CD’in de artan konsantrasyonu ile
iligkili olarak a-TC konsantrasyonlarinda lineer bir artig oldugu hem gorsel olarak hem
de regresyon karesi (R?) degerlerinden izlenmektedir. Boylece elde edilen ¢oziiniirlitk
diyagramlarinin Higuchi’nin ¢6ztintirlik faz diyagramlarindan Ap tipi diyagrama
uygunluk gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5.10.). Ay tipi diyagramla iligkili olarak,
inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasinda 1:1 molar oranda o-TC:HPBCD ve 1:1
molar oranda a-TC:RAMEB kullanilmasina karar verilmistir (Higuchi ve Connors,

1965).

Substrat ¢oziintirligii
=

Ligand Konsantrasyonu

Sekil 5.10. Higuchi 'nin faz-¢oziniirliik divagrami (Loftsson vd., 2005)

Artan CD konsantrasyonuna bagli olarak ¢izilen ¢oziintirliik faz diyagrami ve
Esitlik 4.3 kullanilarak hesaplanan Kc degerleri a-TC:HPBCD i¢in 82,31 M, a-
TC:RAMEB i¢in 40,32 M™! bulunmustur.

5.3.2. Inkliizyon kompleksleri iizerinde yapilan cahsmalar
5.3.2.1. Coziiniirliik calismalart

Suya asir1 miktarda saf o-TC, a-TC:HPBCD ve a-TC:RAMEB komplekslerinin
eklenmesi ile hazirlanan karigimlar 1 giin boyunca manyetik karistiricida 100 rpm’de
karigtirilmis ve 1 giinlin sonunda HPLC cihazinda analiz edildiginde a-TC’nin suda

coziinmedigi anlasilmistir. %1°1lik SLS ¢o6zeltisi igerisine asirt miktarda saf a-TC, a-
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TC:HPBCD ve a-TC:RAMEB kompleksi eklenerek benzer sekilde c¢alisildiginda, elde

edilen sonuclar Tablo 5.6.’de verilmistir.

Tablo 5.6. a-TC, a-TC:HPBCD ve 0-TC:RAMEB komplekslerinin %1 lik SLS varliginda sudaki

¢oziniirliigii (n=3, +SH)

o-TC : HPBCD a-TC : RAMEB
o-TC + SH
kompleksi + SH kompleksi + SH
C (ng.mL™) 7,74 £ 3,08 18,49 + 4,28 23,99+ 7,41

5.3.2.2. Morfolojik analiz

Saf CD’ler ve bu CD’ler ile hazirlanan CD komplekslerinin morfolojik
ozelliklerini gosteren SEM fotograflar: Sekil 5.11.°de verilmistir.

5.3.2.3. Termal analiz

Saf etkin madde, saf CD’ler, etkin madde/CD fiziksel karisimlarinin ve hazirlanan
komplekslerin DSC analizleri ile elde edilen termogramlar Sekil 5.12. ve Sekil 5.13.’de

verilmistir.
5.3.2.4. FT-IR analizi

Saf etkin madde, saf CD’ler, etkin madde/CD fiziksel karigimlarinin ve hazirlanan
komplekslerin FT-IR analizleri ile elde edilen spektrumlari Sekil 5.14-5.17.°de

verilmistir.
5.3.2.5. IH-NMR analizi

a-TC, saf CD’ler, etkin madde/CD fiziksel karisimlarinin ve hazirlanan

komplekslerin 'H-NMR analizlerine ait spektrumlar Sekil 5.18-5.21°de sunulmustur.

CD’ler ile gergeklestirilen molekiiler enkapsiilasyon sonrasinda, misafir molekiil
ve CD molekiiliine ait karakteristik piklerde meydana gelen kimyasal kaymalarin (Ad)
degerlendirilmesi Onem tasimaktadir. Ad’larin karsilastirllmasinda NMR analizleri
oldukea giiclii bir yontemdir (Folch-Cano vd., 2013). Karbon NMR spektroskopisinden
daha hassas olan proton NMR spektroskopisi ise CD’leri i¢eren inkliizyon kompleksleri
karakterize etmede daha ¢ok kullanilmaktadir (Zheng vd., 2005). Ad’lar1 izleyerek iki
molekiil arasindaki etkilesmeleri tespit i¢in saf bilesenler ile kompleksler ve fiziksel
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karisimlarin protonlarina ait 'H-NMR piklerindeki kaymalar hesaplanarak sonuclari

Sekil 5.22-5.25 ile Tablo 5.7-5.10°da verilmistir.

AUBIBAM 2020/02/13  10:36 HL MD5.3 x300 300 pm

AUBIBAM 2020/02/13  10:37 HL MD5.3 x50 2mm

AUBIBAM 2020/02/13  10:39 HLMD5.3 x150 500 pm

AUBIBAM 2020002113 1046 HL MD4.9 x150 500 pm

3

@ ,‘;

2020/02/13  10:51 HLMD5.0 x1.2k 50

AUBIBAM 2020/02/13 10:59.1 x600 100 pm

AUBIBAM 202002713 1050 HLMD5.0 300

Sekil 5.11. HPBCD, RAMEB ve komplekslerinin SEM goriintiileri
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Saf a-TC

Saf HPBCD

a-TC:HPBCD
Kompleksi

| T ~

o-TC:HPBCD

Fiziksel Karisimi

Sekil 5.12. Saf o-TC, saf HPBCD, o-TC:HPBCD kompleksi ve o-TC:HPBCD fiziksel karisiminin DSC

termogramlari
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Saf a-TC

Saf RAMEB
F \ s G
o-TC:RAMEB
Kompleksi
i \ / _
o-TC:RAMEB

Fiziksel Karisimi

Sekil 5.13. Saf o-TC, saf RAMEB, o-TC:RAMEB kompleksi ve a-TC:RAMERB fiziksel karisiminin DSC

termogramlari
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Sekil 5.14. Saf o-TC ve saf HPBCD 'nin FT-IR analiz spektrumlar
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Sekil 5.15. o~TC:HPBCD fiziksel karigimimn ve o-TC:HPBCD kompleksinin FT-IR analiz spektrumlari
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Sekil 5.16. Saf o-TC ve saf RAMEB in FT-IR analiz spektrumlart
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Sekil 5.17. o-TC: RAMERB fiziksel karigiminin ve o-TC:RAMEB kompleksinin FT-IR analiz spektrumlar
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Saf a-TC

Saf HPBCD

Sekil 5.18. Saf a-TC ve saf HPBCD 'nin 1 H-NMR analiz spektrumlari
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a-TC:HPBCD

Fiziksel Karisimi

a-TC:HPBCD
Kompleksi

Sekil 5.19. o~ TC:HPBCD fiziksel karigimimn ve a-TC:HPBCD kompleksinin 1H-NMR analiz

spektrumlari
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Saf a-TC

Saffr Mkt

Sekil 5.20. Saf o-TC ve saf RAMEB’in | H-NMR analiz spektrumlart
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o-TC:RAMEB

Fiziksel Karisimi

o-TC:RAMEB
Kompleksi

Sekil 5.21. o-TC:RAMERB fiziksel karisiminin ve a-TC:RAMEB kompleksinin 1H-NMR analiz

spektrumlari
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Tablo 5.7. Komplekslesme sonrast saf a-TC 'nin protonlarindaki kimyasal kayma degerleri

o-TC:HPBCD o-TC:RAMEB
Saf a-TC Ad Ad
Kompleks Kompleks
3 (ppm) (ppm) (ppm)
% (ppm) 3 (ppm)
1 0,8279 0,8207 -0,0072 0,8241 -0,0038
2 1,9684 1,9616 -0,0068 1,9633 -0,0051
3 2,0035 1,9967 -0,0068 1,9985 -0,005
4 2,0349 2,0281 -0,0068 2,0295 -0,0054
5 7,3837 7,377 -0,0067 7,3785 -0,0052

B Saf a-Tokoferol ®WHPBCDk ®AS§

] 7,3837 7,377
7

6

5

4

1,9616 1,9967 2,0281

’ 1 9684 2,0035 / 2 0349

2

0
1 -0,0072 -0,0068 -0,0068 -0,0068 -0,0067

B Saf o-Tokoferol MRAMEB k ®AJ

8 7,38371,3785
7

6

5

4

1,9633
1 2,0295
; 1.9684 / 2,0035 79783 2,034
2 0,8241
) 827¥ I I I
1
0

-0,0038 -0,0051 -0,005 -0,0054 -0,0052

'
—_

Sekil 5.22. Komplekslesme sonrast saf a-TC nin protonlarindaki kimyasal kayma degerlerine ait grafik
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Tablo 5.8. Fiziksel karisimdan sonra saf a-TC nin protonlarindaki kimyasal kayma degerleri

o-TC:HPBCD a-TC:RAMEB
Saf a-TC Ad Ad
Fiziksel Karisim Fiziksel Karisim
5 (ppm) (ppm) (ppm)
9 (ppm) 3 (ppm)

1 0,8279 0,8223 -0,0056 0,8273 -0,0006
2 1,9684 1,9625 -0,0059 1,967 -0,0014
3 2,0035 1,9977 -0,0058 2,0023 -0,0012
4 2,0349 2,029 -0,0059 2,0334 -0,0015
5 7,3837 7,3788 -0,0049 7,3826 -0,0011

m Saf a-Tokoferol ®WHPBCD fk. ®WA§
7.3837 7,3788

8
7
6
5
4
3 19684 19625 5 0035 1.9977 3 0349 2,029
) 0,8223
1 0.8279) I I
. EN
E -0,0056 -0,0059 -0,0058 -0,0059 -0,0049
B Saf a-Tokoferol BMRAMEB fk. ®AS$
8 7,3837 71,3826
7
6
5
4
3 19684 /~ 1,967 2,0035 [* 2,0023 5 h349 2,0334
2
08279 o II II Ir
0

-0,0006 -0,0014 -0,0012 -0,0015 -0,0011

Sekil 5.23. Fiziksel karigimdan sonra saf a-TC nin protonlarindaki kimyasal kayma degerlerine ait

grafikler
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Tablo 5.9. Komplekslesme ve fiziksel karigim sonrasi saf HPBCD ’nin protonlarindaki kimyasal kayma

degerleri
a-TC:HPBCD a-TC:HPBCD
Saf HPBCD AS AS
Kompleks Fiziksel Karisim
6 (ppm) (ppm) (ppm)
o (ppm) o (ppm)
1 1,0097 1,0056 -0,0041 1,0086 -0,0011
2 1,0244 1,0255 +0,0011 1,0219 -0,0025
3 3,5748 3,5721 -0,0027 3,5731 -0,0017
4 3,6117 3,6071 -0,0046 3,6080 -0,0037
5 5,7334 5,7330 -0,0004 4,8310 -0,9024
; m Saf HPBCD mHPBCD k mA§
6 5,7334 5,733
5
4 3,5748 35721 3,61173,6071
3
2
1,0097 1,0056 1,0244 1,0255
1
T
0
| -0,0041 -0,0027 -0,0046 -0,0004
; m Saf HPBCD mHPBCD fk. mA$
] 5,7334
S 4,831
. 35748 3,57313,6117 3,608
3
210097 1,0086 0244 1,0219
1
' EN
B -0,0011 -0,0025 -0,0017 -0,0037 .
-0,9024

{
[\S]

Sekil 5.24. Komplekslesme ve fiziksel karisim sonrasi saf HPBCD ’nin protonlarindaki kimyasal kayma

degerlerine ait grafikler
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Tablo 5.10. Komplekslesme ve fiziksel karisim sonrasi saf RAMEB ’in protonlarindaki kimyasal kayma

degerleri
o-TC:RAMEB a-TC:RAMEB
Saf RAMEB Ad Ad
Kompleks Fiziksel Karisim
3 (ppm) (ppm) (ppm)
3 (ppm) 3 (ppm)

1 3,5567 3,4920 -0,0647 3,4960 -0,0607
2 4,8713 4,8296 -0,0417 4,8755 -0,0042
3 4,9975 4,9958 -0,0017 4,9969 -0,0006

p mSaf RAMEB ®RAMEB fk. ®A3

48713 48755 49975 4.9969

5

4 3,5567 3,496

3

2

1

0 —

-0,0607 -0,0042 -0,0006
-1
. m Saf RAMEB mRAMEB k ®A§

48713 4,8296 49975 4,9958

5

4 3,55673.492

3

2

1

0 — ——

-0,0647 -0,0417 -0,0017

Sekil 5.25. Komplekslesme ve fiziksel karigim sonrasi saf RAMEB in protonlarindaki kimyasal kayma

degerlerine ait grafikler

70



5.3.2.6. Enkapsiilasyon etkinligi

Hazirlanan komplekslerin EE Boliim 4.3.3.6.°da agiklanan ¢alismayla ve Esitlik

4.5 kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar1 % olarak Tablo 5.11.’da verilmistir.

Tablo 5.11. a-TC: HPBCD ve a-TC: RAMEB komplekslerine ait enkapsiilasyon etkinligi (ort + SH, n=3)

Formiilasyondaki Enkapsiile edilen
Kompleks % EE
0-TC miktar (ng) 0o-TC miktar: (ng)
a-TC:HPBCD 690,99 + 7,60 539,63 £ 38,45 78,11 + 4,61
a-TC:RAMEB 724,93 £ 16,47 607,57+ 11,30 83,83 + 0,47

5.3.2.7. Coziinme hizi calismalar: ve ¢oziinme profillerinin benzerligi

Saf a-TC ve hazirlanan kompleksler tizerinde Bolim 4.3.3.7.°de ac¢iklandigi

sekilde diyaliz membran yontemi ile in vitro ¢dziinme hiz1 ¢alismalar gerceklestirilerek,

zamana karsilik % kiimiilatif salinan a-TC sonuglar1 Tablo 5.12. ve Sekil 5.26-5.28.’da

verilmistir.
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Tablo 5.12. a-TC 'nin diyaliz membrandan % kiimiilatif salim degerleri (ort + SH, n=6)

Zaman
% Kiimiilatif salinan o-TC miktar:
(Saat)
Saf a-TC o-TC:HPBCD Kompleks a-TC:RAMEB Kompleks
1. 1,21 £0,24 0,56 £ 0,15 1,08 £ 0,25
4. 1,68 £ 0,32 1,29 +£0,43 5,61 +1,87
8. 3,13+£0,83 297+1,14 13,44 £ 3,57
12. 5,00 £ 0,99 491+1,85 19,69 + 4,88
20. 10,22 +£2.22 12,73 £ 3,55 44,10 £ 12,10
24, 12,48 + 3,37 44,70 + 21,49 39,72 + 8,20
30. 26,19 £ 5,41 84,38 £ 28,46 49,35+ 8,75
36. 52,18 £22,52 87,42 £27,79 63,03 £4,57
46. 73,83 + 18,40 94,35 +£27,68 85,85 +5,94
48. 73,17 £ 18,42 92,52 + 25,90 88,94 £7,00
100,00%
80,00%
s 60,00%
G
wn
=
S 40,00%
=
g
M
X 20,00%

-20,00%

Zaman (Saat)

60

Sekil 5.26. Saf a-TC 'nin zamana karst % kiimiilatif salim grafigi (ort + SH, n=6)
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120,00%

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

% Kiimiilatif Salim

20,00%

30 60

Zaman (Saat)

Sekil 5.27. a-TC:HPBCD kompleksinden saf a-TC 'nin zamana kars1 % kiimiilatif salim grafigi
(ort + SH, n=6)
120,00%
100,00%
80,00%
60,00%

40,00%

%Kiimiilatif Salim

20,00%

60

Zaman (Saat)

Sekil 5.28. a-TC:RAMEB kompleksinden saf 0-TC 'nin zamana karsi % kiimiilatif salim grafigi
(ort + SH, n=6)
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Komplekslesme sonrasinda saf etkin maddenin ¢6ziinme hizi davraniginda bir
degisim olup olmadigini tespit etmek icin, saf a-TC’nin salim profili ile kompleks
icerisindeki a-TC’nin salim profilleri istatiksel olarak f2 ile degerlendirilerek, a-TC ile
0o-TC:HPBCD kompleksine ait f2 degeri 29,71, a-TC ile a-TC:RAMEB kompleksine ait
2 degeri 37,09 bulunmustur.

5.3.2.8. Antioksidan aktivite

CD kompleksleri ve saf a-TC’nin antioksidan aktiviteleri, DPPH radikaline
yonelik stipiirticli aktivitenin tespiti ile UV spektrofotometrede belirlenmistir (Kumari
vd., 2010). Boliim 4.3.3.8.’de anlatildig1 sekilde ¢alisilarak UV-spektrofotometre ile elde
edilen absorbanslar ve Esitlik 4.7. kullanilarak DPPH absorbansindaki azalmaya bagli
olarak antioksidan aktiviteler % olarak hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 5.13. ve Sekil

5.29.’de verilmistir.

Tablo 5.13. a-TC ve o-TC:CD komplekslerinin antioksidan aktivite sonuglar: (Ort £ SH, n=6)

Antioksidan Aktivite (%)
C (ng.mL™)
A-TC a-TC:HPBCD a-TC:RAMEB

Kompleks Kompleks

1,25 5,26+0,21 7224036 6,1+0,19
2,5 11,54+ 0,47 15,73+ 0,32 12,37+ 0,29
5 24,21+0,38 31,12+ 0,20 26,81 +0,11

15 52,05+0,45 72,91+ 0,79 67,95 + 0,4
25 85,20+ 0,38 9523+ 0,12 93,85 + 0,44
S0 93,95+ 0,09 95,71 + 0,07 95,11+ 0,23
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mA-TC mHPBCD Kompleks ®RAMEB Kompleks

I 52,05%
I— 72,91%
I 67,95%
I 85,20%
. 95,23%
—— 93,85%
I 93,95%
— 95,T1%
I 95,11%

I 24.21%
o IS 31,12%
I 26,81%

Hl 11,54%
N 15,73%
B 1237%

W 526%

M 722%
M 6,10%

—_
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W
—_
(%
[\
(%]
W
(=]

Sekil 5.29. a-TC ve o-TC:CD komplekslerine ait antioksidan aktivite sonuglarimin karsilastirmalr grafigi

5.3.2.9. Kararlilik calismalari

Bolim 4.3.3.9.°da anlatildigi sekilde o-TC ve kompleksler ile bilinen

konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanarak 4 farkli ortamda (2-8°C buzdolabi, 25°C karanlik,
25°C giin 15181, 40°C etiiv) kararlilik ¢caligsmalar yiirtitiilmustiir. 12. Giin, 20. Giin, 1. Ay

sonunda bu ortamlardaki ¢ozelti oOrnekleri HPLC ile analiz edilerek o-TC
konsantrasyonlar1 ve % geri kalan a-TC miktarlar1 hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 5.14.-

5.15.°de verilmistir.
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Tablo 5.14. Kararlilik ¢alisma ortamlarinda bozunmadan kalan toplam mg o-TC miktarlar: (ort £ SH,

n=3)
Toplam 0-TC miktar: (mg)
Kod Saklama Ortami
Baslangi¢ 12. Giin 20. Giin 30. Giin
2-8°C Buzdolabi 33,96+0,41 | 32,09+0,10 | 31,42+0,70
Giin Isig1 33,6240,16 | 3,22+0,03 | 3,14+0,15 | 3,1120,02
a-TC
25° C Karanhk 32,58+0,05 | 31,63+0,16 | 31,13£0,50
40° C Etiiv 31,68+0,38 | 31,41+0,04 | 31,32+0,28
2-8°C Buzdolab 47244045 | 46,83+0,05 | 46,73+0,37
0-TC:HPBCD Giin Isig1 422+0,14 | 428+0,02 | 4,07+0,13
48,75+0,80
Kompleks 25° C Karanhk 47,19+0,29 | 46,00£0,42 | 46,00+0,05
40° C Etiiv 46,50+0,13 | 45,67+0,55 | 45,54+0,18
2-8°C Buzdolabi 40,15+0,12 | 39,24+0,45 | 38,72+0,84
0-TC:RAMEB Giin Isig1 3,64+0,14 | 3,29£0,50 | 3,22+0,17
38,59+1,09
Kompleks 25° C Karanhk 39,48+0,42 | 37,89+0,11 | 37,77+0,29
40° C Etiiv 37,74+0,19 | 37,74+021 | 37,41+0,43
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Tablo 5.15. Kararlilik ¢alisma ortamlarinda bozunmadan kalan % 0-TC miktarlar: (ort = SH, n=3)

% a-TC
Kod Saklama Ortam
Baslangi¢ 12. Giin 20. Giin 30. Giin
2-8°C Buzdolabi 101,09+1,21 | 95,47+0,28 | 93,46+2,09
Giin Isig1 9,57+0,08 9,34+0,43 9,25+0,07
0-TC 100
25° C Karanhk 96,924+0,14 | 94,10+0,49 | 92,60£1,50
40° C Etiiv 94.23+1,14 | 93,44+0,12 | 91,10+0,84
2-8°C Buzdolabi 96,90+0,93 | 96,06+0,12 | 95,86+0,75
0-TC:HPBCD Giin Isig1 - 8,65+0,29 8,68+0,03 8,36+0,26
Kompleks 25° C Karanhk 96,81+0,59 | 94,37+0,87 | 94,37+0,11
40° C Etiiv 95,40+0,26 | 93,70+1,13 | 93,42+0,36
2-8°C Buzdolabi 104,05+0,32 | 101,69+1,16 | 100,33+2,16
0-TC:RAMEB Giin Isig1 - 9,43+0,36 8,53+1,29 8.36+0,45
Kompleks 25° C Karanhk 102,31+1,08 | 98,18+0,27 | 97,87+0,75
40° C Etiiv 97,81+0,48 | 97,79+0,56 | 96,93+£1,10
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6. TARTISMA

Bu bolimde o-TC ile o-TC:HPBCD ve o-TC:RAMEB inkliizyon
komplekslerinin hazirlanmasi sirasinda yapilan ¢alismalar ve hazirlanan kompleksler

tizerinde yapilan ¢alismalarin bulgular tartisilacaktir.

6.1. Analitik Yontem Validasyonu Calismalari

Arastirmanin ¢6ziiniirliik faz diyagrami ¢alismalarinda UV spektrofotometri, o-
TC:CD kompleksleri ile yapilan kantitatif analizler i¢in HPLC yontemi kullanildigindan,
her iki yontem icin de validasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. HPLC, yiiksek
duyarliliga sahip olmasi, hizli sonu¢ vermesi, kolay uygulanabilir olmasi nedenleriyle

tercih edilmistir (Eser ve Dingel, 2018).

HPLC yonteminde uygun pik morfolojisi ve alikonma zamaninin elde edildigi
sartlarda, metanol:asetonitril (95:5, 4/h) mobil fazi ile ¢alisilmistir. Kolon sicakligi 30 °C,
mobil faz akis izt 1 mL.dk™!' ve enjeksiyon hacmi kolonun ¢alisma kosullarina bagl
olarak 20 pL olarak belirlenmistir. 292 nm dalga boyunda, 250 mm X 4.6 mm, 5 um C18
kolon ile ¢alisilmistir (Bagyigit vd., 2018). HPLC yonteminin validasyon ¢alismalarinda
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, hassasiyet, secicilik ve kararlilik parametreleri
incelenerek, ICH kriterlerine gore degerlendirilmis ve yontemin gilivenli oldugu

kanitlanmistir (ICH Q2B, 1996).

15-90 ng.mL"! konsantrasyon araligindaki dogrusallik calismalarindan elde edilen
regresyon egrisinin korelasyon katsayist (R?) 0,9999 bulunmus ve yéntemin dogrusallig
kanitlanmustir (Sekil. 5.1). Ug farkli konsantrasyon (15, 45, 90 ug.mL™) ile yapilan
dogruluk ¢alismalarinda, tiim konsantrasyonlarda elde edilen geri kazanim sonuglarmin
+%?2 smirlart igerisinde oldugu ve yontemin dogruluk kriterlerine uygunlugu

gosterilmistir (Tablo 5.1).

Ug farkli konsantrasyonda (15, 45, 90 ug.mL") ve ti¢ farkl1 giinde yapilan kesinlik
calismalarinda giin-i¢i RSD degerleri sirastyla 1,21, 1,36, 0,28°dir. Giinler-aras1t RSD
degerleri ise sirasiyla 1,38, 4,79, 5,73 diir. Tekrarlanabilirlik (giin-i¢i) degerleri <2, tekrar

elde edilebilirlik (glinler-arasi) degerleri ise <6 olarak bulunmustur (Tablo 5.2).

Analitik yontemin giivenirliligi i¢cin yontemin duyarliligini gosteren saptama ve

tayin sinirlarinin (LOD ve LOQ) ¢alisma araliginin en disiik konsantrasyonunun altinda
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olmasi istenmektedir. LOD ve LOQ degerleri esitlikler yardimiyla hesaplanmistir (Esitlik
4.1 ve Esitlik 4.2). Elde edilen LOD degeri 1,54 pg.mL!, LOQ degeri ise 4,68 ug.mL"!
olarak bulunmustur. Duyarlilik verilerinin dogrusalligin gosterildigi 15-90 pg.mL!

araliginin altinda olmasi nedeniyle yéntemin duyarli oldugu belirlenmistir.

Calisilan yontemin dogru ve glivenilir sonug verebilmesi i¢in ¢aligilan ortamin
etkin maddeye secici olmasi yani alikonma zamanina girisim yapmamasi gerekmektedir
(Ongar, 2019). Secicilik ¢alismalar1 sirasinda, mobil faz, ¢oziinme hizi ¢calisma ortami,
o-TC’un mobil faz igerisindeki ¢6zeltisi ve a-TC’un ¢dziinme hizi ortamindaki ¢ozeltisi
HPLC ile aym sartlarda analiz edilmistir. Analizlerden elde edilen kromatogramlar
dikkatle incelendiginde a-TC’nin alikonma zamaninda, mobil fazin ve ¢dziinme hiz1
calisma ortaminin herhangi bir girisim yapmadigi gézlenmistir (Sekil 5.2). Bu durum
kullanilan yontemin, 0-TC’nin mobil faz ve ¢oziinme hiz1 ortamlarindaki analizlerinde

secici ve kullanilmasinin uygun oldugunu gostermektedir.

Analizlerden dogru sonug alinabilmesi i¢in etkin maddenin ¢6ziindiigii ortam ve
calisma sartlarinda kararliliginin degismemesi gerekmektedir (Ongar, 2019). Kararlilik
parametresinin incelenmesi amaciyla a-TC’un ¢oziinme hizi ¢alismasinin yapildigi pH
7,4 etanol:fosfat tamponu (76:24, h/h)’ndaki 50 pg.mL™! konsantrasyonda hazirlanan
cozeltileri, 37+£0.5 °C’de ¢ozlinme hizinin takip edildigi siire (48 saat) bekletilmistir.
Belirli zaman araliklarinda (1,2,4,8,12,24. saat) HPLC ile 6l¢iilen konsantrasyonlarda
baslangictaki konsantrasyonun (50,81+0,15 pug.mL™') 48. saat sonunda degismedigi
(50,73+1,16 ug.mL") goriilerek a-TC’un ¢dziinme ortaminda ve ¢alisma sicakliginda

kararli oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.3).

Cozuntrlik faz diyagrami calismalarinda kullanilan UV  spektrofotometri
yonteminde 20-120 pg.mL! konsantrasyon araligindaki dogrusallik ¢alismalarindan elde
edilen regresyon egrisinin korelasyon katsayist (R?) 0,9993 bulunmus ve ydntemin
dogrusalligi kanitlanmistir (Sekil 5.3). Ug farkli konsantrasyon (20, 60, 120 pg.mL") ile
yapilan dogruluk c¢alismalarinda, tiim konsantrasyonlarda elde edilen geri kazanim
sonuclarinin £%?2 sinirlari igerisinde oldugu ve yontemin dogruluk kriterlerine uygunlugu
gosterilmistir (Tablo 5.4). Ug farkli konsantrasyonda (20, 60, 120 pg.mL™) ve ii¢ farkl
giinde yapilan kesinlik calismalarinda 20, 60, 120 pg.mL! i¢cin giin-ici RSD degerleri
strastyla 2,63, 3,01, 0,83°tiir. Giinler-aras1t RSD degerleri ise sirastyla 5,31, 3,83, 5,6 dur.
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Tekrarlanabilirlik (glin-i¢i) degerleri <3, tekrar elde edilebilirlik (giinler-arasi) degerleri
ise <6 olarak bulunmustur (Table 5.5). Analitik yontemin giivenirliligi i¢in yontemin
hassasiyetini gosteren saptama ve tayin sinirlarinin (LOD ve LOQ) ¢alisma araliginin en
dusiik konsantrasyonunun altinda olmasi istenmektedir. LOD ve LOQ degerleri esitlikler
yardimiyla hesaplanmistir (Esitlik 4.1 ve Esitlik 4.2). Elde edilen LOD degeri 1,47
pg.mL !, LOQ degeri ise 4,44 ug.mL ! olarak bulunmustur. Hassasiyet verilerinin
dogrusalligin gosterildigi 20-120 pg.mL™! araliginin altinda olmasi nedeniyle yéntemin

duyarli oldugu gosterilmistir.

UV spektrofotometre ile yiiriitiilen segicilik ¢alismalarinda, a-TC, HPBCD,
RAMERB’in tek basina ve a.-TC ile HPBCD’in, a-TC ile RAMEB’in bir arada bulundugu
cozeltilerin UV spektrofotometre ile spektrumlart alinmistir. o-TC igeren 6rneklerde 292
nm’de 0-TC’nin maksimum absorbans piki goézlenirken, saf HPBCD, saf RAMEB
orneklerinde 292 nm’de herhangi bir pik gozlenmemistir. Elde edilen spektrumlar,

kullanilan yontemin a-TC i¢in segici oldugunu gostermektedir (Sekil 5.4).

Etanol:su (2:1, h/h) ¢oziicii sisteminde yapilan analizlerde UV spektrofotometri
yontemi kullanildig1 i¢in a-TC’un bu ortamdaki kararliligi arastirllmistir. Etkin

maddenin etanol:su (2:1, 4/h) ortaminda kararli oldugunu géstermek amaciyla, bu ¢6ziicti
ile 2 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiler 8 giin boyunca oda sicakliginda takip

edilmis ve belirli zaman araliklarinda (3.giin, 5.giin, 8.giin) 6rnekler alinarak UV
spektrofotometre ile % 0-TC kayip miktarlar1 tespit edilmistir. Caligmalar her iki
konsantrasyon icin de {licer kez tekrarlanmistir. ilk konsantrasyonda hazirlanan
cozeltilerde baslangicta %100 kabul edilen o-TC miktarlari, 3. giin sonunda
%96,10+0,91 (ort+SH), 5. giin sonunda %93,08+0,73 (ort+SH) ve 8. giin sonunda
%89,67+0,78 (ort=SH) e diismiistiir. Bu konsantrasyona gore % a-TC kayip miktarlar1 3
giinde %3.90, 5 giinde %6,92 ve 8 giinde %10,33"tiir. Ikinci konsantrasyonda hazirlanan
cozeltilerde ise baslangicta %100 kabul edilen % a-TC miktarlari, 3. giin sonunda
96,31£0,94 (ort£SH), 5. giin sonunda 92,92+1,20 (ort+SH) ve 8. giin sonunda 89,62+1,63
(ort=SH)’e diismiistiir. Bu konsantrasyona gore % a-TC kay1p miktarlari 3 giinde %3,69,
5 giinde %7,08 ve 8 giinde %10,38°dir. Her iki konsantrasyonda da oda sicakligindaki

etanol:su (2:1, A/h) ortaminda 0-TC miktarinda azalmalar meydana geldiginden, etkin
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maddenin bu ortam ve sicaklikta kararli olmadig: tespit edilmistir. Bu nedenle ¢6ziintirliik
faz ¢aligmalar1 ve kompleks hazirlamadaki ¢alkalama siirelerinin en az %0-TC kaybinin

goriildiigii 3 giin olmasina karar verilmistir.

6.2. Siklodekstrin Komplekslerinin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi

0-TC’nin pratik olarak suda ¢6ziinmedigi, 1s1, 151k, nem gibi stres kosullarinda

kararliliginin diistik oldugu, kararlilig1 arttirmak i¢in yapilan ester formlarinin ise a-TC’e
gore antioksidan aktivitesinin daha diisiik oldugu literatiirde gosterilmistir (Fiume, 2002).

Bunun iizerine o-TC formiilasyonlarinda, ¢6ziiniirlik ve kararlilik {izerindeki olumlu

etkileri nedeniyle a-TC ile birlikte CD’lerin kullaniminin uygun olacagi diistiniilmiistiir.
Calismada da bu amaglarla HPBCD ve RAMERB ile kompleksler hazirlanmistir. RAMEB
metil tiirevi, HPBCD ise hidroksialkali tiirevi bir CD’dir. Her ikisinin de sudaki
¢oziintirliikleri dogal B-CD’lere gore ¢ok daha iyidir (Taneri 2004). Calismada tercih

edilmelerinin bir sebebi budur.
6.2.1. Coziiniirliik faz cahsmalar:

Artan konsantrasyonlarda (0-30 mM) CD igeren etanol:su (2:1, 4/h) ortaminda
denge stiresince (3 giin) yatay olarak c¢alkalanan asiri doymus o-TC:HPBCD ve a-
TC:RAMEB karigimlar filtre edildikten sonra UV spektrofotometri ile analiz edilmistir.
Analiz sonuglarina gore ¢oziinen 0.-TC konsantrasyonlart (mM) hesaplanarak her bir CD
konsantrasyonuna (mM) karsi sirastyla grafige gecirilmis ve ¢6ziiniirliik faz diyagramlar
elde edilmistir (Sekil 5.8.-5.9). Hem o-TC:HPBCD hem de a-TC:RAMEB’e ait
¢oziintirliik faz diyagramlar1 Sekil 5.10°daki Higuchi’nin ¢6ziliniirlik faz diyagrami ile
karsilagtirildiginda 1:1 molar oranda kompleks olusturan Ay tipinde oldugu gozlenmistir
(Loftsson vd., 2005; Higuchi ve Connors, 1965). Dogal CD’lerin genel olarak B tipi faz
diyagrami olusturmalarina karsilik, HPBCD ve RAMEB gibi CD tiirevlerinin dogal
CD’lerden farkli olarak A tipi faz diyagrami olusturduklari literatiirde belirtilmektedir
(Loftsson ve Brewster, 2010). Coziiniirliik faz diyagrami sonuglarina ve Esitlik 4.3°e gore
hesaplanan Kc degerleri a-TC:HPBCD i¢in 82,31 M™!, a-TC:RAMEB i¢in 40,32 M"""dir.

Literatiire gore optimum Kc degerlerinin 100-1000 M™! araliginda oldugu bilindiginden
hazirlanan komplekslerdeki etkilesmenin ¢ok yiiksek olmadigi belirlenmistir (Corciova vd.,

2015).
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CD komplekslerinin hazirlanma asamalarinda ise, etanol:su (2:1, A/h) ¢oziicii
sistemi i¢erisinde hazirlanan o-TC ¢ozeltisi lizerine eklenen 1:1 molar orandaki HPBCD
ve RAMERB ile berrak ¢ozeltiler elde edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler denge stiresi (3 giin)
boyunca yatay calkalayicida karistirilmistir. Kompleks eldesi sirasinda o-TC’nin

sicakliga kars1 dayaniksiz olmasi sebebiyle -80°C’de dondurma ve liyofilizatorde
kurutma yontemleri kullanilmistir. Tiim islemler sonucunda kompleksler kuru toz halde
elde edilmistir. Elde edilen kompleksler tizerinde ¢6ziiniirliik ¢alismalari, morfolojik
analiz, termal analiz, FT-IR ve 1H-NMR analizi, enkapsiilasyon etkinligi, ¢6ziinme hiz1

caligmalari, antioksidan aktivite tayini ve kararlilik ¢caligmalar1 yapilmistir.
6.3. Inkliizyon Kompleksleri Uzerinde Yapilan Calismalar

6.3.1. Coziiniirliik cahsmalar:

HPBCD ve RAMERB ile kompleks olusumunun o-TC’nin sudaki ¢oziintirliigiinii
degistirip degistirmedigini anlamak i¢in yapilan ¢alismalarda, hem saf etkin maddeye
hem de komplekslere ait bir ¢6zlniirlik orani tespit edilememistir. Boylece
komplekslesmenin a-TC’nin sudaki ¢oziiniirliigii izerinde bir etki yaratmadigina karar
verilmistir. SLS yiizey aktif bir maddesinin %]1°lik sulu ¢ozeltisi ile aym ¢alismalar
tekrarlandiginda saf a-TC ve komplekslerdeki o-TC’nin bir miktar ¢oziindiikleri
gozlenmistir. Saf o-TC, o-TC:HPBCD ve a-TC:RAMEB’deki a-TC’nin %1°lik SLS
varliginda sudaki ¢oziiniirliigii sirasiyla 7,74 + 3,08 (orttSH) pg.mL™!, 18,49 + 428
(ort£SH) pg.mL, 23,99 + 7,41 (orttSH) pg.mL! seklindedir (Tablo 5.6). SLS, a-
TC:HPBCD kompleksindeki a-TC’ nin ¢6ztiniirliigiinii saf etkin maddeye gore yaklasik
2,5 kat, 0-TC:RAMEB kompleksindeki a-TC’nin ¢oziiniirligtinii ise yaklasik 3 kat
arttirmistir. Bu durumda o-TC:RAMEB kompleksinin %1 SLS varliginda sudaki
¢coztintirliigli, o-TC:HPBCD kompleksinin sudaki ¢oziiniirliigiinden daha yiiksektir ve
kompleks olusumu, SLS bulunan sulu ortamda a-TC’nin ¢6zlinlirliigiint arttirmistir

denebilir.
6.3.2. Morfolojik analiz

Elektro-optik prensipler ¢ergevesinde tasarlanmis olan SEM, yiiksek enerjili

elektronlarin malzeme ile etkileserek 6rnek yiizeyinden goriintii alinmasini saglayan
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sistemlerdir (http-2). SEM’de goriintii olusumu temel olarak; elektron demetinin
incelenen Ornegin yiizeyi ile yaptig1 fiziksel etkilesmelerin sonucunda ortaya cikan

sinyallerin toplanmasi ve incelenmesi prensibine dayanmaktadir (http-3).

SEM’de yalnizca kat1 maddeler ile ¢alisilabildigi i¢in viskoz yapidaki a-TC’nin

SEM goriinttisti alinamamigtir. Saf HPBCD, saf RAMEB ve a-TC:CD komplekslerinin
SEM goriintiileri Sekil 5.11°deki gibidir.

Komplekslesme oncesi goriintiilerde saf HPBCD ve saf RAMEB molekiilleri
diizenli ve homojen dagilmiglardir, ayrica molekiiller piiriizsiiz bir kiire sekline
sahiplerdir. Elde edilen bu goriintiiler literatiir ile uyumludur (Ibrahim ve Bowra, 2019;
Sobrinho vd., 2011). Kompleksler, dondurularak kurutma yontemi ile hazirlandiklari i¢in
enkapsiile olan iirtin iginde olusan buz, partikiillerin ¢okmesini ve biiziilmesini 6nlemistir
(Ibrahim ve Bowra, 2019). Komplekslesme sonrasinda partikiil morfolojisi tamamen
degismis ve partikiil biiytimesi ortaya ¢ikmistir. Bu yapisal degisimler a.-TC’nin HPBCD
ve RAMERB ile etkileserek kompleks olusturdugunu gostermektedir (Menezes vd., 2012).
Elde edilen sonuglarda, a-TC:RAMEB’de a-TC:HPBCD’e gore hazirlama sonrasi

sekilsel agidan daha birbirine benzer iyi dagilim gosteren iirlin izlenmistir.
6.3.3. Termal analiz

Saf bilesenlerin (0-TC, HPBCD, RAMEB), fiziksel karisimlarinin ve a-TC:CD
komplekslerinin karakterizasyon caligmalari i¢in termal analiz yontemi olarak DSC
secilmistir. DSC, CD tiirevlerinin yapist ve a-TC’nin fiziksel durumu hakkinda bilgi

vermektedir. Ayrica olusan yapmin yalnizca bir fiziksel karisim ya da inkliizyon

kompleksi oldugu DSC analizleri ile anlasilabilmektedir (Li vd., 2013).

Saf bilesenlerin (0-TC, HPBCD, RAMEB), fiziksel karigimlarinin ve a-TC:CD

komplekslerinin DSC termogramlar1 Sekil 5.12.-5.13.’de verilmistir. a-TC’nin DSC
termograminda tek bir keskin pik go6zlenirken, CD komplekslerinde daha genis
endotermik bantlar gdzlenmistir. Bu durum literatiir ile uyumludur ve a-TC’nin CD
bosluguna yerlesmis olabilecegi ile ilgili fikir vermektedir (Nicolescu, Arama ve Monciu,
2010). Clinkti komplekslerde CD’lerin karakteristik piklerinin azalmasi ve a-TC’nin
CD’lerin boslugunda tutunmasindan dolayr keskin endotermik pikinin kaybolmasi
komplekslesmenin kanit1 olarak goriilmektedir (Darwish vd., 2014; Yurtdas vd., 2011).
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Fakat, etkin madde ve CD’lerin fiziksel karigimi1 sonrasinda bilesenlere ait iki adet

endotermik pik gozlenmesi gerekirken gézlenmemistir (Ficarra vd., 2002).
6.3.4. FT-IR analizi

FT-IR, 15181 infrared yogunluguna karsi dalga sayisimi olgen kimyasal bir
yontemdir (Kili¢ ve Karahan, 2010). Maddeyi olusturan atomlar arasindaki baglarin
titresimiyle olusan frekanslaria karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile 6rnegin parmak

izini gostermektedir (Biytiksirit ve Kuleasan, 2014).

Saf bilesenlerin (a-TC, HPBCD, RAMEB), fiziksel karisimlarinin ve a-TC:CD

komplekslerinin FT-IR analiz spektrumlart Sekil 5.14.- 5.17.’de verilmistir. -TC’nin

FT-IR analizinde gdzlenen, 1084 cm™'"deki -C¢Hs diizlem biikiilmesi, 1261 cm™’deki -
CHa, 1456 cm™"deki -C¢Hs iskeleti ve 1460 cm™*deki -CH, asimetrik gerilimi, 2924 cm’
"deki -CH, asimetrik ve simetrik gerilme titresimleri, 3443 cm™’deki -OH gerilim
bandina ait karakteristik piklerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.14)
(Silva vd., 2009).

Saf HPBCD nin FT-IR analizinde, 1152 cm!*de C-O titresimi, 1647 cm™’de O-
H gerilme titresimi, 2922 cm™’de C-H gerilme titresimi, 3302 cm™’de O-H gerilme
titresimlerinde gozlenen karakteristik pikler literatiir ile uyumludur (Sekil 5.14) (Yuan
vd., 2015). a-TC:HPBCD kompleksinde a-TC’ye ait karakteristik piklerden 1084, 1261

ve 3443 cm"deki pikler kaybolmus, 1456 cm™’deki pik ise yer degistirmistir.

Literatiire gére saf RAMEB’in spektrumlari 3300-3500 cm™’de -OH gerilme
titresimleri nedeniyle yogun bantlarla karakterize edilirken, 2800-3300 cm™'”de -CH ve -
CHp titresimleri goriilmektedir (Nicolescu, Arama ve Monciu, 2010). Elde edilen FT-IR
spektrumlari bu literatiire uyumlu olmakla birlikte 407, 419, 426, 966, 1036, 1084, 1155,
1339, 1647,2924, 3364 cm!*de de karakterize pikler goriilmiistiir (Sekil 5.16). Kompleks

olusumu ve fiziksel karisim sonrasinda 407, 419, 426 cm’de goriilen pikler
gorlilmemistir. 0-TC:RAMEB fiziksel karisiminda a-TC’ye ait karakteristik piklerden
1261 cm™"deki pik goriiliirken a-TC:RAMEB kompleksinde bu pik kaybolmus ve ayrica
1460 ve 2924 cm™"deki piklerde yer degistirmistir (Sekil 5.17).

0-TC ve a-TC:CD komplekslerinin FT-IR spektrumlari incelendiginde, saf etkin
maddedeki karakteristik piklerinde kompleks olusumu ile birlikte degisiklikler
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gozlenmigtir. Saf maddenin karakteristik bantlarindaki degisiklikler, kompleksin farkli
spektroskopik bantlara sahip yeni bir bilesik olarak varligini dogrulamaktadir (Ficarra

vd., 2002; Demirel vd., 2011).
6.3.5. 1IH-NMR analizi

Inkliizyon kompleksi olusurken misafir molekiil ve CD’nin kavitesi arasmda
kalici bir bag kurulmaz. Olusan etkilesimler Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglar1 gibi kovalent olmayan etkilesimlerdir (Ak¢akoca ve Atav,
2006). 1H- NMR analizi, olusan komplekslerin tayini i¢in kullanilan basit ve giivenilir
bir yontemdir. Eger misafir molekiil ve CD arasinda bir kompleks kurulmugsa 1H-NMR
spektrumundaki kimyasal kaymalar (8) degisecektir. CD’lerde konik yapinin ig
ylizeyinde bulunan H3 ve HS5 protonlarindaki kimyasal kayma inkliizyon kompleksi

olusumunu isaret etmektedir (Deng, vd., 2016).

Saf o-TC, saf HPBCD, saf RAMEB, o-TC:CD kompleksleri ve fiziksel
karigimlarinin 1H-NMR analizi spektrumlar1 Sekil 5.18-5.21°deki gibidir. Protonlardaki
kimyasal kaymalar (A§) Esitlik 4.4.°¢ gore degerlendirilerek Tablo 5.7-5.10°daki

sonuclar elde edilmistir.

Literatiirlere gore B-CD ve turevlerinin H3 ve H5 protonlarinin karakteristik
pikleri 3-4 ppm arasinda goriilmektedir (Deng vd., 2016; Zao vd., 2016). Elde edilen
spektrumlarda HPBCD’nin H3 ve HS protonlarinin karakteristik pikleri sirasiyla 3,6117
ve 3,5748 ppm’de olup literatiir ile uyumludur. Komplekslesme sonras1 bu pikler 3,6071
ve 3,5721 ppm’dedir. Kimyasal kaymalar (A§) H3 protonu i¢in -0,0046 ve HS protonu
icin -0,0027°dir. o-TC- HPBCD fiziksel karisimi1 sonrasinda, karakteristik pikler 3,6080

ve 3,5731 ppm’dedir. Kimyasal kaymalar ise (Ad) H3 protonu i¢in -0,0037 ve H5 protonu
icin -0,0017°dir.

RAMEB’in 3-4 ppm arasinda tek bir karakteristik piki vardir. Elde edilen
spektrumda bu pik 3,5567 ppm’dedir. Komplekslesme sonrasinda aymi pik 3,4920
ppm’de, fiziksel karisim sonrasinda ise 3,4960 ppm’dedir. Kimyasal kaymalar1 (AJ)
strastyla -0,0647 ve -0,0607°dir.

Elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, komplekslesme sonucunda

olusan kimyasal kaymalarin, fiziksel karisim sonucunda olusan kimyasal kaymalardan

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kullanilan CD’lerin komplekslesme sonrast a-TC
85



protonlarinda ortaya c¢ikardiklar1 kayma degerleri kiyaslandiginda HPBCD’nin
RAMEB’e gore daha fazla kayma degeri olusturdugu izlenmektedir. Buna karsilik o-
TC:RAMEB kompleks olusumu sonrasi saf RAMEB protonlarinda goriilen kimyasal
kayma degerleri, a-TC:HPBCD kompleks olusumu sonrasi saf HPBCD protonlarinda

goriilen kimyasal kayma degerlerinden ¢ok daha yiiksektir. Literatiirde de belirtildigi gibi
yukart veya asagi yonde kimyasal kaymalarin olmast kompleks olusumunun bir
gostergesidir (Legendre vd., 1995). RAMEB’in proton piklerinde meydana gelen kayma
degerlerinin HPBCD’den daha yiiksek olmasi nedeniyle bu komplekste daha kuvvetli
etkilesim oldugu diistiniilmiistiir (Bilensoy, 2007).

6.3.6. Enkapsiilasyon etkinligi

1:1 molar oranlarda hazirlanan 0o-TC:HPBCD ve o-TC:RAMEB

komplekslerindeki 0.-TC miktarlart HPLC ile tayin edilmis ve hesaplanan % EE degerleri
Tablo 5.11.°de verilmistir. HPBCD’nin % EE (%78,11+4,61; ort=SH), RAMEB’in % EE
(%83,83+0,47; ort£SH) ile karsilastirildiginda RAMEB’in HPBCD’ye gore a-TC’yi

daha fazla enkapstile ettigi belirlenmistir.

6.3.7. Coziinme hizi1 calismalar

o-TC, o-TC:HPBCD ve a-TC:RAMEB komplekslerinin ¢6ziinme hizt

calismalari, diyaliz membran ile pH 7.4, 37°C’deki etanol:fosfat tamponu igerisinde 48

saat boyunca belirli saatlerde 6rnekler alinarak yapilmistir. HPLC ile yapilan analiz
sonuglarina gore hesaplanan % kiimiilatif salinan o-TC miktarlar1 karsilastirildiginda, 48
saat sonunda alinan Orneklerden % kiimiilatif salinan a-TC miktari, saf o-TC igin
%73,17+18,42 (ort£SH), a-TC:HPBCD kompleksi i¢in %92,52+25,90 (ort=SH), a-
TC:RAMEB kompleksi i¢in %88,944+7,00 (ort+SH) seklindedir. Tiim o6rnek alma
zamanlarindaki % kiimiilatif salinan a-TC miktarlar1 birlikte degerlendirildiginde her iki
komplekste de kompleks olusumunun 0-TC’nin ¢dziinme hizinda artisa neden oldugu
goriilmektedir (Tablo 5.12).

Saf etkin madde ile komplekslerin ¢oziinme profillerinin benzerligi istatiksel
olarak {2 ile degerlendirildiginde, a-TC ile a-TC:HPBCD kompleksine ait {2 degeri
29,71, o-TC ile a-TC:RAMEB kompleksine ait f2 degeri 37,09 bulunmustur. {2 iki
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¢oziinme profili arasinda % ¢dziinme benzerliginin bir dlgtistidiir. 1ki profil arasinda
benzerlikten s6z edebilmek icin f2 degerinin 50°den biiyiik olmasi yeterli goriilmektedir
(Singireddy ve Subramanian, 2013). Yapilan degerlendirmeye gore, ¢alisma sonucunda
hazirlanan komplekslerin ¢oziinme hizi profillerinin saf a-TC’nin ¢6ziinme profiline
benzemedigi (f2<50) tespit edilerek, her iki CD ile komplekslesmenin etkin maddenin

¢oziinme davranisinda degisime yol agtig1 belirlenmistir.

6.3.8. Antioksidan aktivite

Komplekslesme sonrasinda o-TC’nin antioksidan aktivitesindeki degisimin
tespiti i¢in, DPPH testi ile farkli konsantrasyonlarda a-TC igeren saf o-TC, a-

TC:HPBCD ve a-TC:RAMEB 6rneklerinin 517 nm’deki UV absorbanslari ve Esitlik 4.7

kullanilarak DPPH absorbansindaki azalmaya bagli olarak % antioksidan aktiviteleri
hesaplanmistir. Sonuglarin karsilagtirmali olarak verildigi Tablo 5.13 ve Sekil 5.29

incelendiginde komplekslesme sonrasi her iki CD’de de tiim konsantrasyonlarda %

antioksidan aktivitelerin arttig1 gozlenmistir. Omek olarak, 15 pg.mL"’de o-TC’nin
antioksidan aktivitesi %52,05+0,45 (ort+SH) iken, a-TC:HPBCD’nin %72,91+0,79
(ort£SH), 0-TC:RAMEB’nin %67,95+0,4 (ort+SH)’diir. Benzer olarak, 25 pg.mL""de
0-TC’nin antioksidan aktivitesi %85,20+0,38 (ort=SH) iken, oa-TC:HPBCD’nin
%95,23+0,12 (ort£SH), 0-TC:RAMEB nin %93,85+0,44 (ort+SH) diir. Calisilan tim
konsantrasyonlarda komplekslerin % antioksidan aktivite degerleri birbiri ile
kiyaslandiginda a-TC:HPBCD’nin antioksidan aktiviteyi a-TC:RAMEB’den daha fazla
arttirdig1 goriilmustiir. Sonug olarak kompleks olusumunun, o-TC’nin % antioksidan
aktivite artisinda etkili oldugu ve bu etkinin a-TC:HPBCD’de daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

6.3.9. Kararhlik calismalar:

a-TC 1s1ya, 1513a ve oksijene karsi dayaniksizdir (Ozer, 2015). Calismada o-
TC’nin kararliligini arttirmak amaciyla a-TC:CD kompleksleri hazirlanmistir. Kompleks

olusumunun 0-TC’nin kararliligina etkisini arastirmak amaciyla o-TC ve o-TC:CD
komplekslerinin bilinen konsantrasyondaki ¢o6zeltileri ile 4 farkli ortamda (2-8°C

buzdolabi, 25°C karanlik, 25°C giin 15181, 40°C etiiv) kararlilik ¢alismalar1 yapilmistir.
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Baslangi¢, 12. Giin, 20. Giin ve 1. ay sonunda, HPLC analizi ile elde edilen a-TC
konsantrasyonlar1 ve % geri kalan 0.-TC miktarlar1 Tablo 5.14.-5.15.’deki gibidir. Tablo
5.14.-5.15.’e bakildiginda a-TC’nin literatlirle uyumlu olarak 25°C giin 1s18inda,
konsantrasyonu ve % geri kalan miktar1 diger ortamlarda saklanan c¢ozeltilerden daha
distiktiir. Diger ortamlarda saklanan ¢ozeltiler, a-TC konsantrasyonu ve % geri kalan a-

TC miktar1 en yiiksek olandan en diistige dogru beklendigi tizere, 2-8°C buzdolabi, 25°C
karanlik ve 40°C etiiv seklindedir. Baglangictan 30. giine kadar bu ortamdaki ¢ozeltilerin

konsantrasyonu ve % geri kalan miktarlar1 daima azalmistir.

0-TC:CD komplekslerinin 25°C giin 15181 ortamina ait sonuglara bakildiginda %

geri kalan a-TC miktarinin saf 0-TC’ye benzer olarak ¢ok diisiik degerlerde oldugu

goriilerek, kompleks olusumunun saf etkin maddenin 25°C giin 1s18indaki kararliligini

arttirmadig1 tespit edilmistir.

Her iki komplekse ait sonuglarin tamaminda % geri kalan 0-TC miktarlar1 saf a-
TC’ye ait sonuc¢lardan daha yiiksektir. Bu bulgular komplekslesmenin a-TC kararliligi
tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Kompleksler birbiri ile karsilastirildiginda ise
0a-TC:RAMEB kompleksine ait % geri kalan a-TC miktarina ait sonuglarin tiim
ortamlarda ve tiim zamanlarda a-TC:HPBCD kompleksine ait sonuglardan daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Ornek olarak, 2-8°C buzdolabinda 30. giinde saf o-TC’nin
bozunmadan kalan miktar1 %93,46 iken, a.-TC:HPBCD’nin %95,86, a.-TC:RAMEB’nin
%100,33’diir. Benzer olarak; 40°C etiivde 30. giinde saf a-TC’nin bozunmadan kalan
miktar1 %91,10 iken, o-TC:HPBCD’nin %93,42, a-TC:RAMEB’nin %96,93"diir; 25°C
karanlikta 30. giinde saf 0-TC’nin bozunmadan kalan miktar1 %92,60 iken, -
TC:HPBCD’nin %94,37, o-TC:RAMEB’nin %97,87°dir. Bu bulgular 1s1ginda, -
TC’nin 2-8°C buzdolabi, 25°C karanlik ve 40°C etiiv ortamlarinda kararliliginin
korunmasinda, RAMEB’in HPBCD’den daha etkili oldugu sdylenebilir.
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7.SONUC VE ONERILER
Calismanin tamamindan elde edilen verilere gore asagidaki sonuglara ulagilmistir:

e HPLC yo6ntem validasyonunda, ICH kilavuzlarinda yer alan analitik validasyon
kriterlerinden dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, segicilik ve kararlilik
parametreleri incelendiginde elde edilen sonuglarin uygunluk goéstermesi ile
yOntemin ¢alismada giivenli olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.

e HPBCD ve RAMEB ile yapilan ¢oziiniirlik faz ¢alismalart ile Ar tipi faz
diyagramlarina uygunluk gosterdikleri belirlenerek, sitokiyometrik hesaplamalar
ile etkin madde ve CD’lerin komplekslesebilecekleri molar oranlar 1:1 olarak
bulunmugtur.

e 0-TC:CD kompleksleri liyofilizasyon yontemi ile kati formda basari ile
hazirlanarak, DSC, SEM, FT-IR, 1H-NMR karakterizasyon ¢alismalarinda
inkliizyon komplekslerinin olustugu gosterilmistir.

e Komplekslerin enkapsiilasyon etkinligine bakildiginda RAMEB’in HPBCD’ye
gore o-TC’yi daha fazla enkapsiile ettigi belirlenmistir.

e %1 SLS igeren sulu ortamda 0-TC’nin ¢oziiniirliigiiniin kompleks olusumuyla
birlikte arttigi ve 0-TC:RAMEB kompleksinin sudaki c¢oziiniirliigliniin o~
TC:HPBCD kompleksinden daha fazla oldugu saptanmastir.

e (CD’ler ile kompleks olusumunun, 0.-TC’nin ¢6ziinme hizini arttirdigi ve ¢6ziinme
profilini degistirdigi tespit edilmistir.

o Komplekslesmenin antioksidan aktiviteyi arttirdigi, a-TC:HPBCD kompleksinin
0-TC:RAMEB kompleksinden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir.

e (D kompleksleriyle hazirlanan sulu ¢ozeltilerin 1 ay boyunca yapilan kararlilik

calismalarinda, 25 °C giin 15181nda kompleks olusumuyla birlikte kararliligin
artmadigi, -8 °C buzdolabi, 25 °C karanlik, 40 °C etiiv saklama kosullarinda ise

kararliligin arttigi saptanmistir. o-TC:RAMEB kompleksinin bu saklama

kosullarinda a-TC:HPBCD kompleksinden daha kararli oldugu goriilmustiir.

Calismanin devaminda o-TC’nin kompleks olusumu ile antibakteriyel aktivitesinin

nasil degistigi incelenebilir. a-TC: CD kompleksleri bir kozmetik formiilasyon igerisinde
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sunulabilir. Hazirlanan kozmetik formiilasyonun viskozitesi, homojenitesi, kararliligi,

antioksidan ve antibakteriyel aktivitesi ¢aligmalar ile tayin edilebilir.
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